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. RESUMEN

En México la principal area productora de garbanzo blanco es el noroeste del
pais, que comprende los estados de Sinaloa, Sonora y Baja California Sur. En esta
region se produce el grano de mejor calidad de México y del mundo. El garbanzo
presenta buenas caracteristicas nutrimentales y ademas, contiene compuestos que
no son considerados nutrientes, pero cuyo consumo proporciona beneficios para la
salud; por ejemplo, polifenoles con alta capacidad antioxidante e isoflavonas
fitoestrogénicas moduladoras del metabolismo, entre otros. Una alternativa para
diversificar consumo de garbanzo es la obtencion de germinados o brotes. Diversas
investigaciones han reportado que el tratamiento de semillas con peroxido de
hidrogeno (H,0O,) desempefia un papel clave en la interrupcién de la latencia.
Asimismo, se ha demostrado que el H,O, actia como sefializador para la activacion
del sistema antioxidante en la semilla, condicién que persiste en las plantulas para
compensar el dafio oxidativo inducido por la exposicion a iones. Por tal motivo, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacibn de H,O, en la
etapa de imbibicibn sobre el comportamiento germinativo, valor nutricional vy
nutracéutico de germinados de garbanzo (Cicer arietinum L.) blanco Sinaloa-92. Se
empled la metodologia de superficie de respuesta (MSR) basada en un disefio
central rotable para determinar el tiempo de germinacion (tG) optimo y la
concentracion de [H,O,] Optima para maximizar el contenido de fendlicos totales
(CPT), flavonoides totales (FT) y capacidad antioxidante (CaOx) en germinados de
garbanzo. Los resultados mostraron que el H,O, induce efectos positivos en la

germinacion de la semilla de garbanzo. El indice de germinacion (IG) de las semillas



de garbanzo, evaluado a las 72 h, fue superior en las semillas tratadas con H,O, Las
condiciones Optimas fueron tG=72 h y [H,0,]=30 mM, obteniéndose los siguientes
valores: CFT= 128.26 + 10.77 mg EAG/100 g, FT=27.81 £+ 1.73 mg EC/100 g y
CaOx=2411.09 + 202.45 uM ET/100 g. El tratamiento optimo presenté un contenido
de proteina de 18.7% y de lipidos de 7.73%, mayor a lo obtenido en las semillas sin
germinar (15.88% y 6.72% respectivamente). Con respecto a las semillas de
garbanzo sin germinar, la germinacion indujo un incremento porcentual significativo
en los tratamientos 6ptimo y control (germinado por 72 h sin exposicién a H,0,) de
CFT 281.70% y 302.57%, FT 266.12% y 264.21% y CaOx de 246.07% y 214.49%,
respectivamente. En semilla sin germinar se identificé tentativamente la presencia de
prunetina, biocanina A y soyasaponina g Il. En germinado control se logré identificar
tentativamente la presencia de 10 compuestos, de los cuales, 9 son isoflavonas,
mientras que en el germinado Optimo se identificaron 9 compuestos, de los cuales 8
son isoflavonas. La aplicacion de H,O, no modifica el perfil de isoflavonas en
garbanzo germinado durante 72h, sin embargo, incrementa el contenido de
isoflavonas totales en un 16.67%. Se demostré que la aplicacion de H,O, mejora la
capacidad germinativa de las semillas de garbanzo. Germinar bajo condiciones
Optimas permite incrementar la CaOx y el contenido de isoflavonas totales,

permitiendo su posible utilizacion como fuente no convencional de estos compuestos.



ABSTRACT

In Mexico, the main producing area of white chickpea is the northwest of the
country, which includes the states of Sinaloa, Sonora, and Baja California Sur. In this
region, the best quality grain of Mexico and the world is produced. The chickpea has
good nutritional characteristics and also contains compounds that are not considered
nutrients, but whose consumption provides health benefits; for example, polyphenols
with high antioxidant capacity and metabolic modulating phytoestrogenic isoflavones,
among others. An alternative to diversify the forms of consumption of chickpea is to
obtain sprouts. Several investigations have reported that seeds treated with hydrogen
peroxide exhibit an interruption on the seed latency. Likewise, has been reported that
H.O, acts as a signal molecule involved in the activation of the seed antioxidant
system, a condition that persists in the seedlings to compensate the oxidative
damage induced by ions exposure. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the effect of the application of hydrogen peroxide (H,O,) during the
imbibition stage on the germination behavior, nutritional and nutraceutical value of
white chickpea sprouts (Cicer arietinum L.) Sinaloa-92. The response surface
methodology (RSM) based on a central composite rotatable design was performed to
determine the optimal germination time and optimal H,O, concentration maximize
total phenolic content (CFT), total flavonoids (FT) and antioxidant capacity (CaOx) in
germinated chickpea.Results showed that H,O, induces positive effects on chickpea
seed germination. The germination index (IG) of the chickpea seeds, evaluated at 72
h, was higher in the seeds treated with H,O,. The optimal conditions were tG = 72 h

and [H202] = 30 mM, obtaining the following values: CFT = 128.26 + 10.77 mg EAG /



100 g, FT =27.81 £+ 1.73 mg EC / 100 g and CaOx = 2411.09 + 202.45 pyM ET / 100
g. The optimal treatment showed a protein content of 18.7% and a lipid content of
7.73%, higher than that obtained in the non-germinated seeds (15.88% and 6.72%
respectively). Compared to non-germinated chickpea seeds, the germination process
induced a significant percentual increase in the optimal and control (germinated
during 72 h without exposure to H,O,) treatments; CFT: 281.70% and 302.57%, FT:
266.12% and 264.21% and CaOx: 246.07% and 214.49%, respectively. In non-
germinated seeds, the presence of prunetine, biochanin A and soyasaponin g Il was
tentatively identified. In seeds germinated under control treatment, the presence of 10
compounds was tentatively identified; 9 of them correspond to isoflavones. Although,
in seeds germinated under the optimal treatment, 9 compounds were identified, and 8
of them correspond to isoflavones. The application of H,O, does not modify the
isoflavone profile in chickpea germinated during 72h. However, H,O, increases the
total isoflavone content by 16.67%. The improvement in the chickpea germination
capacity by the effect of the application of H,O, was demonstrated. Germinating
under optimal conditions increases CaOx and total isoflavone content in chickpea,

allowing its possible use as a non-conventional source of these compounds.



ll. INTRODUCCION

En la actualidad los malos habitos alimenticios estan estrechamente asociados
con el desarrollo de enfermedades cronico degenerativas y son un grave problema
en el mundo. En este sentido, una de las tendencias actuales es el consumo de
productos naturales que contribuyan a prevenir o tratar estos problemas que aquejan
a la sociedad. En la busqueda de estos productos, nuestro grupo de trabajo ha
optado por estudiar algunos cultivos de importancia en la region como lo es el
garbanzo (Cicer arietinum L.) blanco Sinaloa-92, variedad producida principalmente
en los estados del noroeste de México (Sinaloa, Sonora y Baja California Sur),

siendo Sinaloa lider nacional en su produccion (Ortega y col 2013).

A nivel mundial el garbanzo se consume principalmente como grano. En México
las formas de consumo son diversas, incluyendo su forma fresca, secada al sol y
como ingrediente de alimentos tradicionales (INIFAP 2004). Una alternativa para
diversificar su consumo es la obtencién de germinados o brotes. Los germinados de
garbanzo presenta una gran cantidad de compuestos fitoquimicos como fendlicos,
carotenoides e isoflavonas, cuyo consumo provee beneficios a la salud (antioxidante,
anticancerigenos, entre otros). Estos compuestos son metabolitos secundarios
generados por las plantas como mecanismo de defensa a condiciones de estrés
biético o abidtico. El estrés provocado por las especies reactivas de oxigeno (ROS)
es una de las causas del incremento de la sintesis de metabolitos secundarios. El
peréxido de hidrégeno (H2O2) es una especie reactiva de oxigeno que se produce en
la célula vegetal de una manera altamente regulada. Esta molécula es un importante
mensajero de sefalizacion y desempefia un papel clave en una amplia gama de
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procesos fisioldgicos, tales como el crecimiento y el desarrollo celular, asi como la
adaptacion a los cambios ambientales. Diversas investigaciones han reportado el
papel del peroxido de hidrégeno como tratamiento durante la germinacion, indicando
que el H,O, activa la germinacion, el crecimiento activo del embrién y el sistema
antioxidante en la semilla, que persiste durante su desarrollo a plantulas y que
compensa el dafio oxidativo inducido por iones ("Swieca y Baraniak 2013; Mendoza-
Sanchez y col 2016; Hasna y col 2017). Por tal motivo, la presente investigacion
evaluara el efecto del pretratamiento de semilla de garbanzo (Cicer arietinum L.)
blanco Sinaloa-92 con diferentes concentraciones de peroxido de hidrogeno (H20-)
sobre el comportamiento germinativo, parametros morfologicos y en la mejora de la
calidad del germinado, evaluado como el incremento en compuestos bioactivos
(compuestos fendlicos e isoflavonas), asi como, su capacidad antioxidante. En un
futuro, la informacion generada en este estudio contribuira al conocimiento de las
condiciones de pretratamiento con H,O, y tiempo de germinacion que permitan
obtener germinados de garbanzo blanco con propiedades funcionales incrementadas
que podrian ser consumidos directamente 0 emplearse como ingredientes

funcionales en el desarrollo de nuevos alimentos.



lIl. REVISION DE LITERATURA

A. GARBANZO (Cicer arietinum L.) BLANCO

El garbanzo pertenece a la familia de las leguminosas, de la tribu Vicieae y del
género Cicer. Su origen de cultivo y consumo se encuentra en la zona de extremo
oriente entre Turquia y Siria hace unos diez mil afios. Existen dos tipos de cultivares:
Desi y Kabuli. El garbanzo que es cultivado pertenece a la especie C. arietinum vy la
variedad que se cultiva en el Noroeste de México es la variedad macrocarpum,
conocidos como blancos, pertenecientes al tipo Kabuli. Este dltimo es una planta
arbustiva, anual, de entre 40 y 65 cm de altura, de flores blancas, frutos en vaina
bivalva que mide aproximadamente 1 cm de ancho y de 2.5 a 3.0 cm de largo, con
una o dos semillas en su interior con un peso aproximado de 0.2-0.6 g cada una. Las
formas mas conocidas de las semillas de garbanzo blanco son la esférica y la

alargada triangular (INIFAP 2004; Jukanti y col 2012; SIAP 2017) (Figura 1).

En México la principal area productora de garbanzo blanco es el noroeste del
pais, que comprende los estados de Sinaloa, Sonora y Baja California Sur, en esta
region se produce el grano de mejor calidad de México y del mundo, esto se debe al
desarrollo de variedades que presentan caracteristicas apreciadas por el mercado
internacional (Gran tamafio o calibre del grano) (Ortega y col 2013). El garbanzo
blanco Sinaloa-92 es un grano de gran aceptacion en el mercado de la exportacion,
esta variedad ha llegado a ser reconocida en el mundo como el garbanzo “tipo

mexicano” (INIFAP 2017).



Figura 1: Garbanzo Blanco Sinaloa-92



1. Composicién quimica

El grano de garbanzo presenta un alto contenido de proteina (17-25 %). Se
considera un alimento de alto valor energético, pues su contenido de carbohidratos
totales oscila entre el 55-67 % y de estos, de 3-6 % corresponden a fibra dietaria.
Contiene del 4-6 % de lipidos y 2-3 % de cenizas. (INIFAP 2004; Jukanti y col 2012;

Fares y Menga 2014; Rachwa-Rosiak y col 2015)(Cuadro 1).

La concentracion de aminoacidos esenciales de garbanzo blanco es superior a
la recomendada para la dieta de un infante de 2 a 5 afios, excepto los azufrados
(metionina y cisteina). Los lipidos mayoritarios en garbanzo son acidos grasos de
cadena larga, entre los cuales sobresalen el acido linoleico y oleico. También se han
encontrado altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados (20 a 36 %) y
baja concentracion de acidos grasos saturados (10 a 23 %). El garbanzo tiene una
concentracion importante de calcio, fésforo, magnesio, hierro y potasio; asi como
niveles de fibra dietaria adecuados para ser considerado un alimento con efecto

hipocolesterolémico (Jukanti y col 2012; Rachwa-Rosiak y col 2015).

Ademas de los nutrientes antes mencionados, el garbanzo contiene algunos
compuestos que exhiben distintas actividades biolégicas tales como prebidtica
(oligosacaridos), hipoglucémica y quelante (fitatos), antiinflamatoria, antibacteriana,
antifingica, antiulcerativa (esteroles) y antitumoral (esteroles y lectinas), destacando
la presencia de compuestos con capacidad antioxidante (compuestos fendlicos)

y fitoestrogénica, de control metabdlico (isoflavonas) (Jukantiy col 2012; Aguilar-



Cuadro 1. Composicion quimica de granos de garbanzo tipo Kabuli.

Componente Porcentaje (%)
Proteina 17-25
Lipidos 4-6
Cenizas 2-3
Carbohidratos 55-67
Fibra dietaria 3-6

INIFAP (2004); Jukanti y col (2012); Fares y Menga (2014); Rachwa-Rosiak y col
(2015).
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Raymundo y Véles-Ruiz 2013; Gonzalez-Cruz 2014; Rachwa-Rosiak y col 2015,

Gupta y col 2017).

a. Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de plantas caracterizados
por poseer uno o mas anillos bencénicos con uno o mas grupos hidroxilo. Por lo
tanto, los alimentos a base de productos vegetales son una fuente de fendlicos.
Diversos estudios han mostrado que el consumo de fendlicos induce efectos
benéficos en la salud. Se ha identificado al menos 20 clases diferentes de
compuestos fendlicos: fendlicos simples, éacidos fendlicos, fendlicos aldehidos,
acetofenonas, acidos fenilacéticos, acidos hidroxicinamicos, coumarinas,
fenilpropanos, flavonoides, biflavonoides, catecol-melaninas, naftoquinonas,
estilbenos, xantonas, antraquinonas, benzoquinonas, cromonas, ligninas, lignanos,
taninos. Existen diferentes formas de clasificar los compuestos fendlicos, de las
cuales podemos resaltar las siguientes cuatro: en flavonoides y no flavonoides, por el
namero de anillos arométicos, dependiendo de la organizacién de los atomos de
carbono en la molécula (esqueleto de carbono) y por su estructura quimica béasica
(Cuadro 2). En plantas, los fendlicos son esenciales en el crecimiento, reproduccion,
e imparticion de color; asi como en mecanismos de defensa contra patdégenos,
parasitos y depredadores. La actividad antioxidante se ha considerado como la
funcién biolégica mas importante de los fendlicos. Los antioxidantes son sustancias
guimicas presentes en bajas concentraciones, en comparacién con los metabolitos

primarios (e.g. proteinas, lipidos e hidratos de carbono), que retrasan o previenen la
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Cuadro 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Numero de

Esqueleto de

Estructura quimica

anillos aromaticos carbono Nombre del grupe basica
=
Uno o Fendlicos simples
Benzoquinonas 0@:0
& ci 51i ’}""'\.\ COOH
Cy C, Acidos fendlicos <__ p,
" ™
Fendlicos aldehidos ('\\ S CHO
& N _coch
Ce—C> Acetofenonas — :
. . . L. ¥ 4
Acidos fenilacéticos <}CH2 COooH
R N ity
C—Cy Acidos hidroxicindmicos ( _ ) CH=CH-COOH
& 3 —
o =
Coumarinas i
o
o (e ]
i R
Fenilpropanos & CH3-CH=CH,
e Qe
ros Cromaonas I‘QH’I-‘T/
c
L]
=
CG_C—t Naftoquinonas . | |
4]
= O =
C,—C,—C, Hantonas - =y
[#)
(. _
C o Cs- Estilbenos O
o
e A
Antraquinonas L o _l
- e e
o
Flavonoides
Ce—Ca—Cg
Isoflavonoides
Neoflavonoides
(Ce—Cada Lignanos Multiple
) MNeoliganos Mualtiple
Tres o mas .
(Co), Catecol melaninas Multiple
(Ce—C3)yy Ligninas Mualtiple
(Ce—C3—Cgla Biflavonoides Multiple
(C—C3—Cg)y, Taninos condensados Multiple

Nollet y Gutiérrez-Uribe (2018)

{proantocianidinas)
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oxidacion de sustratos. Los fendlicos pueden actuar tanto por transferencia de
electrones como de atomos de hidrégeno, esto contribuye a eliminar a radicales
altamente reactivos, mientras que el compuesto fendlico se convierte en un radical
estabilizado por el anillo bencénico, cuya energia puede ser relajada por
mecanismos que no implican dafio para el organismo; debemos recordar que los
radicales libres pueden dafar a biomoléculas (e.g. lipidos, proteinas, acidos
nucleicos) afectando negativamente el metabolismo celular y del organismo. En este
sentido, los compuestos fendlicos poseen propiedades antimutagénicas,
anticancerigenas y antiglicémicas y potencialmente pueden ser dirigidos a la
prevencion de enfermedades crénicas mediante el disefio y desarrollo de alimentos e
ingredientes alimentarios que promuevan la salud (Cheynier 2012; Sarkar y Shetty

2014; Nollet y Gutierrez-Uribe 2018).

1) Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de mas de 5000 compuestos fendlicos de gran
presencia en el reino vegetal; junto con la clorofila y los carotenoides, los flavonoide
son los encargados de la pigmentacién en las plantas. Estructuralmente, estos
compuestos se caracterizan por tener un esqueleto basico fenilbenzopirona (C6-C3-
C6), el cual consta de dos anillos arométicos (anillo A y B) unidos por tres carbonos
formando un anillo central pirano oxigenado (anillo C). Dependiendo de la posicién
del anillo B, los flavonoides pueden clasificarse en tres grandes grupos:
isoflavonoides (en la posicién 3 del anillo C), neoflavonoides (en la posicion 4 del
anillo C), flavonoides (en la posicion 2 del anillo C) (Figura 2). Los flavonoides a su

vez, puedes subdividirse en subclases dependiendo las caracteristicas del anillo
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Figura 2. Estructura basica: a) flavonoide, b) isoflavonoide y c) neoflavonoide.
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C en: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, flavanoles o catequinas,
antocianinas y chalconas (Figura 3). En las plantas, los flavonoides pueden estar
presentes como agliconas o0 unidos a azucares (e.g. glucdésido, glucurénido,
galactosido, arabinésido, ramnosido, apiosilglucosido y malonilo) mediante enlaces
carbono-carbono o a través de un grupo OH (Wu-Yang y col 2009; Panche y col

2016; Nollet y Gutiérrez-Uribe 2018).

Los flavonoides juegan un papel de gran importancia para las planta debido a su
accion como potentes antioxidantes, antimicrobianos, fotorreceptores, atractores
visuales (por generar color), entre otras funciones; por otra parte, diversos estudios
han sugerido que estos compuestos presentan actividades biologicas y que el
consumo de ellos podria traer grandes beneficios a la salud. Algunas de las acciones
gue presentan estos compuestos incluyen, capacidad antioxidante (Ren y col 2003),
antidiabética (Ganugapti y col 2011), antimutagenica (Snijman y col 2007), contra
enfermedades renales (Shoba y col 2010), antiinflamatoria (D"Mello y col 2011), y
contra enfermedades neurodegenerativas (Sheng y col 2009), entre muchas otras

(Figura 4).

2) Isoflavonas

Las isoflavonas son una clase de flavonoides con propiedades fitoestrogénicas
debido a su similitud estructural con el estrogeno 17 B-estradiol (Figura 5). Las
isoflavonas son sintetizadas por la via central de los fenilpropanoides vy
posteriormente por las vias especificas de las ramificaciones de isoflavonoides en las
leguminosas (Figura 6). La via de los fenilpropanoides es comun en todas las

especies vegetales y mediante ella se producen ligninas, cumarinas y acidos
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Figura 3. Estructuras basicas de subclases de flavonoides.
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Antiniutagenico de NF-kB radicales libres
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Figura 4. Actividades biologicas de los flavonoides en la salud humana y en la
agricultura. BChE: butirilcolinesterasa; AChE: acetilcolinesterasa; BACE-1: enzima 3
secretasa-1; NDM-1: Nueva Delhi metalo-B-lactamasa-1; H1N1: hemaglutinina 1

neuraminidasa 1(Panche y col 2016).

17



Estrogeno OH

Estradiol

Equol

Isoflavona

Figura 5. Comparacion de estructuras quimicas del estradiol y equol (Mendoza y col
2015).
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Figura 6: Sintesis de isoflavonas en leguminosas. PAL= fenilalanina amonioliasa;
C4H= cinamato-4-hidroxilasa; 4CL= 4-coumarato CoA ligasa; CHS= chalcona
sintasa; CHR= chalcona reductasa; CHI= chalcona isomerasa; IFS= isoflavona
sintasa; 2HIS= 2-hidroxiisoflavanona sintasa; HI4'OMT= 2,7,4'-trihidroxiisoflavanona
4'-O-metil transferasa; 170OMT= isoflavona 7-O-metiltransferasa; 2HID= 2-
hidroxiisoflavanona deshidratasa; GS= gliceolin sintasa; 12'H= isoflavona 2'-
hidroxilasa; 2'HIR= 2'-hidroxiisoflavona reductasa; VR= vestitona reductasa; DMID=
7,2'-dihidroxi,4'-metoxiisoflavanol deshidratasa; PS= pterocarpin sintasa; 13'H=
isoflavona 3'-hidroxilasa; BAR= biochanina A reductasa; GT= uridina difosfoglucosa-
isoflavona  7-O-glucosiltransferasa; MT= isoflavona-7-O-beta-glucésido 6”-O-
maloniltransferasa; AT= isoflavona-7-O-beta-glucésido 6'-O-acetiltransferasa (Wu y
col 2012).
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benzoicos, estilbenos, y flavonoides/ isoflavonoides. EI primer paso en la
produccion de flavonoides e isoflavonoides es la obtencidn de las chalconas,
mediante la enzima chalcona sintasa y posteriormente este se dirige a la via de los
isoflavonoides con accion de la enzima de ramificacion, 2-hidroxiisoflavanona sintasa
(Wu y col 2012). Una de las principales enzimas involucradas en la via central de los
fenilpropanoides es la fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés), ésta
cataliza la primera reaccion y se activa en diferentes situaciones de estrés en las
semillas como mecanismo de defensa, lo que trae como consecuencia un aumento
en la sintesis de compuestos fendlicos. En garbanzo, se ha estudiado la accion de
esta enzima al someter las semillas a estrés con selenito de sodio durante la
germinacion, lo cual se tradujo en un aumento en el contenido de isoflavonas y la

capacidad antioxidante en los germinados (Guardado-Félix y col 2017).

Las isoflavonas son componentes importantes de las semillas y germinados de
garbanzo, entre los que se encuentran los siguientes 8 fitoestrégenos: biocanina A,
formononetina, genisteina,  2’-hidroxibiocanina A, calicosina, daidzeina,
isoformononetina y pseudobaptigenina (Figura 7). Estudios recientes mostrarén que
el nivel de isoflavonas fue sustancialmente mayor en los germinados de garbanzo
gue en las semillas (Wu y col 2012; Ma y col 2013). Asimismo, se ha sugerido que
las plantas incrementan su contenido de isoflavonas como respuesta a diferentes

tipos de estrés (Luduefia y col 2007).

Se ha demostrado que las isoflavonas ejercer efectos benéficos a la salud,

actuando como agentes estrogénicos, antiestrogénicos, antiaterogénicos, antioxidan-
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Figura 7: Estructura, UVmax ¥ pesos moleculares de isoflavonas presentes en

garbanzo (Wuy col 2012).
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tes, antifingicos y anticancerigenos (Hsieh y col 2004; Gikas y col 2008).

2. Formas de consumo del garbanzo en el mundo

El mayor consumo de garbanzo se encuentra principalmente en los tropicos
semi-aridos. En los paises donde la base de la alimentacion es el garbanzo, este es
primeramente procesado para su consumo. El remojo, descascarillado y secado son
las principales formas de procesamiento, para posteriormente utilizarse como materia
prima para la elaboracion de distintos productos alimenticios. Existen otras formas de
consumo del garbanzo como: cocido, tostado, frito, verdes, cocido mezclado con
agua para la elaboracién de salsas y aderezos y en menor medida germinado, entre

otras (Cuadro 3) (INIFAP 2004).

En México, a pesar de ser uno de los principales paises productores de este
grano no es considerado parte de la alimentacion tipica de la regién; el garbanzo
cocido es la principal forma de consumo en México, siendo un ingrediente importante
de un platillo tipico llamado “cazuela”. Otra forma de consumo es el garbanzo verde
inmaduro en forma de botana; el consumo del garbanzo en otras presentaciones,
como germinado, no es tan popular en México a pesar de la existencia de un gran
namero de reportes cientificos que muestran los posibles beneficios de sus

consumo. (El-Adawy 2002; INIFAP 2004; Khattak y col 2007).

Diversas investigaciones han demostrado el efecto de las diferentes formas de
procesamiento del garbanzo sobre el contenido nutrimental de esta leguminosa,
reportando pérdidas significativas de solidos solubles, principalmente vitaminas y

minerales, aminoacidos como lisina, triptéfano y en el contenido total de aminoacidos
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Cuadro 3. Formas de consumo del garbanzo en el mundo.

Pais Forma de consumo

. Remojado y descascarillado (Dhal), germinado: fresco,
India . ;
cocido, seco, tostado y molido.

Sureste de Asia Cocidos, hinchados, tostado, asado, harina.

Estados unidos de Verdes: cocidos, tostados y pelados.

américa

Afganistan Grano seco, tostado con sal o azucar.
Chile Descascarillado en sopa o crema.
Etiopia Verdes, cocidos, tostados, germinados.
Iran Crudo, tostado, cocido, sopas.

México Cocido, verdes.

Nepal Crudo, tostado, cocido, atole, harinas.
Peru Verde, grano seco, cocido, tostado.
Espafa Cocido.

Egipto Cocido.

ii)rrigérl;il’:ano y Tostado, sustituyendo al café en bebida.
Tanez Cocido, sustituyendo al café en bebida.
Turquia Bebidas.

(INIFAP 2004)
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aromaticos, traduciéndose en un decremento importante de la calidad
nutrimental al someterlo a procesos donde interviene las altas temperaturas, como la
coccion, y se recomienda el uso de otras formas de procesamiento menos drasticas,
como la germinacion, que promueve la disminucion de compuestos indeseables,
ademas ayuda a incrementar el contenido de algunos compuestos de gran

importancia (El-Adawy 2002; Fares y Menga 2014).

3. Caracteristicas del garbanzo blanco germinado

La germinacion del garbanzo, y de las semillas en general, implica diversos
procesos metabdlicos que modifican su composicion. Algunos componentes
aumentan, por ejemplo, vitaminas (principalmente del complejo B), B-carotenos
(siendo la iluminacién un factor importante para este incremento) y compuestos
fendlicos. La biodisponibilidad de proteinas, minerales y acido ascoérbico también se
incrementa. Por otro lado, el contenido de algunos compuestos indeseables
disminuye, por ejemplo, &cido fitico y los oligosacaridos rafinosa y estaquiosa, los
cuales son agentes promotores de flatulencias. Asimismo, se ha establecido que la
germinacion favorece las propiedades sensoriales. También se ha sefialado que la
germinacion puede disminuir el contenido de proteinas, sin embargo, si se varia el
tipo de iluminacién durante el proceso de germinacion, tanto la concentracion como

su digestibilidad pueden incrementar (Khattak y col 2007; Gonzalez-Cruz 2014).

B. GERMINACION

La germinacion es un proceso a través del cual se forma una nueva planta a

partir de una semilla seca. Consiste en la reanudaciéon de la actividad metabdlica y
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del crecimiento activo de los tejidos del embrion que resulta en la ruptura de la

cubierta de la semilla y la emergencia de una plantula (Kermode 1990).

La germinacion comienza en el momento que las semillas entran en contacto con
el agua y se ha dividido en tres fases (Herrera y col 2006; Weitbrecht y col 2011)

(Figura 8):

1) fase de imbibicion, en el cual las semillas absorben el agua necesaria para la
rehidratacion de proteinas, organulos celulares y para que ocurran reacciones
hidroliticas. La permeabilidad de la testa juega un papel importante en la tasa de
absorcion de agua, sin embargo debido a que las semillas secas tienen muy bajos
potenciales de agua, causa una entrada rapida de agua lo que provoca un cambio
drastico en el tamafio y forma, asi como la salida masiva de solutos celulares. A
pesar de que esta salida de solutos contribuye a la germinacion al disminuir las
concentraciones de inhibidores dentro de las semillas, esto también es un indicativo
de dafio en las membranas celulares causado por la rdpida y/o no homogénea
rehidratacion, por lo cual durante esta fase las semillas activan una serie de

mecanismos con la finalidad de reparar el los dafios.

2) fase de activacion metabdlica, donde ocurre la degradacion de reservas y
sintesis de compuestos necesarios para que la germinacion se produzca, pero sin
que ocurra la emergencia de las radiculas. En esta fase el contenido de agua
permanece estable y su duracion es muy variable y depende de cada especie, en

algunas, abarca hasta la ruptura de la testa.
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semilla de Arabidopsis thaliana, la rotura de la testa, el endospermo y el efecto del
acido abscisico (ABA) en estos procesos; Control sin hormona afiadida (CON)

Weitbrecht y col 2011.
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3) fase de crecimiento de la radicula, donde la radicula penetra las estructuras
gue envuelven la semilla, esto marca el fin de la germinacién. La captacion de agua

en esta fase contindia durante la transicion al crecimiento de la plantula.

En el caso de garbanzo, la fase 3 se lleva a cabo de forma criptohipégea, es
decir, los cotiledones y la plumula permanecen bajo tierra durante el proceso (Figura

9).

1. Factores que influyen en el proceso de germinacién

Durante el proceso de germinacién y crecimiento vegetal, existen diferentes
factores que permiten el desarrollo del mismo, asi como la obtencion de materiales
con un perfil de compuestos fitoquimicos mejorado. Estos factores se pueden dividir
en intrinsecos (propios de la semilla) y extrinsecos (dependientes del ambiente)

(Rosental y col 2016).

a. Factores intrinsecos

La germinacion es afectada por diferentes factores intrinsecos relacionados con
el metabolismo propio de la semilla, el cual cambia a lo largo de su maduracion y
durante el proceso de germinacion. Una semilla es considerada madura cuando ésta
ha alcanzado su completo desarrollo tanto morfolégico como fisiolégico, y ademas ha
sido capaz de acumular las reservas necesarias para tener energia que permita que
se lleve a cabo correctamente la germinacién, sin embargo, en ocasiones a pesar de
gue la semilla sea madura y tenga buenas reservas energéticas, ésta no es capaz de
germinar. Esto puede deberse a una acumulacién de productos téxicos para el

embrién generados por un metabolismo menos activo, comprometiendo la viabilidad
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Figura 9. Germinacion y crecimiento de garbanzo.
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de la semilla y manteniéndola en un estado de latencia (Rosental y col 2016; Romero

2018).

b. Factores extrinsecos

La germinacion depende también de factores ambientales (extrinsecos) tales

como, la humedad, temperatura, luz y sefiales quimicas (Baskin y Baskin 2014).

La disponibilidad de agua es uno de los factores mas importantes durante el
proceso de germinacion, debido a que ésta es necesaria para que se lleve a cabo la
primera fase de la germinacion (fase de imbibicién), rehidratando la semilla,
permitiendo que se lleven a cabo reacciones hidroliticas, rompiendo la dormancia

(Herrera y col 2006).

Una temperatura Optima durante la germinacion permitird que las reacciones
enzimaticas propias del proceso, se lleve a cabo correctamente, permitiendo asi, un
correcto desarrollo del embridn. La temperatura 6ptima dependerd de cada especie

(Doria 2010).

La presencia de luz durante la germinacién, no es un factor indispensable, ya que
el proceso puede llevarse a cabo aun permaneciendo la semilla en obscuridad, sin
embargo, la presencia de ésta interviene en la sintesis de diversos compuestos (p.
ej. clorofilas, carotenoides, etc.), que se encontrarian disminuidos en las plantulas al

encontrarse en ausencia de luz (Khattak y col 2008).

Las especies reactivas de oxigeno (EROs), han sido consideradas solamente

moléculas toxicas para los organismos vivos, sin embargo, trabajos recientes han
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demostrado que éstas también cumplen un papel como sefalizadores quimicos
importantes en el proceso de germinacion o la ruptura de la dormancia de las
semillas. Se ha demostrado que EROs como el perdxido de hidrégeno y el éxido
nitrico, se acumulan durante la germinacion de las semillas en varias especies.
Diversas investigaciones han informado que la aplicacion exdgena de H,0;

promueve la germinacion, considerandolo asi, un elicitor (Barba-Espin y col 2012).

C. ELICITORES

Los elicitores son sustancias exégenas que producen cambios fisiolégicos en las
plantas, las cuales, en respuesta a estos agentes estresores activan una serie de
mecanismos, similares a la repuesta producida por el ataque de patégenos o
estimulos ambientales, que trae como consecuencia un cambio en el metabolismo de
la planta, mejorando la sintesis de compuestos fitoquimicos, en este sentido, se ha
propuesto su utilizacién en la industria alimentaria como herramienta para mejorar las
propiedades nutrimentales de productos para su consumo en fresco, o en la industria
farmacéutica para la obtencién de ingredientes o para aumentar los rendimientos en
la extraccién de compuestos nutracéuticos (Pérez-Balibrea y col 2011; Baenas y col
2014). Existen diferentes clasificaciones de los elicitores, como la propuesta por
Baenas y col 2014 (Cuadro 4), quienes clasifican en base a su origen en: hormonas
de plantas, biodticos y abidticos, los cuales a su vez se dividen en fisicos y
quimicos. Dentro de los elicitores abidticos podemos clasificar como elicitores
quimicos al peroxido de hidrogeno (H20-), el cual, no se encuentra en la clasificacion
propuesta por este autor, pero cumple con las caracteristicas para encontrarse en
ella.
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Cuadro 4. Clasificacion de los elicitores.

Hormonas de plantas

Acido jasménico, acido salicilico, etileno, giberelina, metil jasmonato, salicilato de
metilo, citoquinina.

Elicitores bidticos

Lipopolisacarido

Polisacaridos: pectina y celulosa, quitosano, quitina y glucanos
(microorganismos), alginato, goma guar, goma arabica.

Oligosacaridos: Galacturonides.

Proteinas: Celulasa, glucoproteinas, proteina de pescado, hidrolizados,
lactoferrina.

Composicion compleja: esporas de hongos, pared celular de micelios, pared
celular microbiana.

Toxinas patdégenas: Coronatina.

Extracto de orégano.

Elicitores abi6ticos

Quimicos Fisicos
Acido acético Enfriamiento
Biorregulador prohexadiona CO;
Etanol Sequia
Ozono Choque de temperatura extrema
Sales inorganicas: Cloruro de mercurio Altas presiones
(HgCly), Sulfato cuprico (CuSQO,) y Alta o baja osmolaridad
Cloruro de calcio (CaCly) Radiacion UV
lones metalicos: Co?*, Fe?*, Al**, Ag*, Estrés salino

Ag", Mn?*, Zn?*, Cu?®*, Pb%+ and Cd*
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D. H,0, COMO INDUCTOR DE LA GERMINACION

El H,O, es una especie reactiva de oxigeno (ERO) altamente toxicas para las
plantas, aunque éste se produce de manera normal durante varios procesos
fisiolégicos en la célula vegetal como, la respiracion aerdbica y la fotosintesis (Figura
10). Estas moléculas son importantes mensajeros de sefalizacion que desempefian
un papel clave en el control de una amplia gama de procesos fisiolégicos, tales como
el crecimiento y el desarrollo celular, asi como la adaptacién a cambios ambientales.
Dada la toxicidad del H,O, y en general de las EROs, su produccion debe regularse
de forma estricta, esto mediante los sistemas de defensa de la planta, enzimatico y
no enzimatico. El sistema enzimatico incluye a la superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR),
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR),
glutation peroxidasa (GPX), guayacol peroxidasa (GOPX) y glutation-S-transferasa,
(GST). Mientras que el sistema no enzimético incluye al acido ascoérbico (ASH),
glutation (GSH), compuestos fendlicos, alcaloides, aminoacidos no proteicos y a-
tocoferoles. Estos dos sistemas antioxidantes trabajan en conjunto para controlar las
cascadas de oxidacion y evitar el dafio al organismo (Gill y Tuteja 2010; Karkénen y

Kuchitsu 2015).

En la actualidad se ha implementado como estrategia el uso de diversos
compuestos, entre ellos el H,O, en diversas especies vegetales, durante diferentes
etapas del crecimiento de estas, para observar su efecto sobre algunas

caracteristicas agronémicas (% germinacion, indice de crecimiento, etc.), capacidad
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Figura 10: Produccion de perdxido enddégeno (Woijtyla y col 2015).
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antioxidante enzimatica, entre otras. Tal es el caso de Barba-Espin y col (2012)
quienes estudiaron el papel del H,O, en la germinacion empleando como modelo la
semilla de chicharo, registrando un incremento en la eficiencia de germinacion, en el
crecimiento de las plantulas, y revitalizacion de las semillas; asimismo, sugirieron que

el H,O, podria actuar como molécula de sefializacion en el inicio de la germinacion.

El interés del estudio de la elicitacidon con H,O, crece debido a investigaciones
qgue han propuesto mecanismos de accidbn de éste, sobre diversas especies
vegetales. Kyohei y col 2016 demostraron que el H,O, enddégeno producido por la
NADPH oxidasa en semillas de cebada, regula los niveles de giberelina (GA) y acido
abscisico y por lo tanto la germinacion. Asimismo, demostraron que la acumulacién
excesiva de EROs en la semilla causa dafio oxidativo, lo que reduce la capacidad de

germinacion, pero a su vez, la insuficiencia de EROs la suprime.

En la Figura 11 se puede observar el mecanismo propuesto por Wojtyla y col
(2015) donde se explica, que tanto el 6xido nitrico (NO) como el H,O,, desempefian
una funcion paralela en términos de interrupcién de la latencia y la promocion de la
germinacion, donde la acumulacion de moléculas de sefalizacibn durante la
imbibicion influye en el equilibrio de las fitohormonas disminuyendo los niveles de
acido abscisico (ABA), citoquinina (CK) y auxina (IAA), mientras aumentan el acido
giberélico (GA) y el etileno (ET). Los efectos combinados de las moléculas de
sefalizacion y las fitohormonas, asi como la transduccion de sefiales a través de
diferentes vias (SnRK2s, RACK1 y MAPK), conducen al control y regulacion de las

transiciones desde el estado de latencia hasta la germinacion.
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Figura 11: Esquema que muestra la relacion entre perdxido de hidrogeno (H2O,),
oxido nitrico (NO) y acido sulfhidrico (H,S) y las interacciones asociadas con las
fitohormonas para el control de la germinacién de las semillas. Auxina (IAA), acido
giberélico (GA), acido abscisico (ABA), etileno (ET), citoquina (CK) (Wojtyla y col

2015).
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En semillas dicotiledoneas el endospermo se caracteriza por tener una alta
resistencia mecanica, por lo cual, el debilitamiento de éste es indispensable para que
se lleve a cabo el proceso de germinacion. Para esto se requiere del ablandamiento
de la pared celular mediante dos mecanismos: enzimatico (p. ej. endo-B-1,4-
mananasas, pectina-metilesterasas, celulasas) y no enzimatico (p. ej. EROs; incluido
O, H,O, y *OH) (Li y col 2017). Lariguet y col (2013) reportan resultados que
muestran que las EROs, vy principalmente el H,O,, tienen un papel importante
durante la ruptura de la testa y el endospermo en Arabidopsis, ya que el H,O;
probablemente regula la expresién de genes que codifican enzimas que hidrolizan
estas estructuras de la semilla, lo que ayuda a superar la restriccion del crecimiento
del embrion; En general, los EROs podrian actuar como moléculas de sefalizacion y
activar la transcripcion de diversos genes relacionados con la regulacion de EROs y
del ablandamiento de la pared celular, como las peroxidasas de clase lll, a través de
la modificacion covalente, y generalmente irreversible, de proteinas (Ghezzi y

Bonetto 2003; Mgller y col 2007).

Por otro lado, en plantulas de trigo crecidas bajo condiciones de salinidad se ha
demostrado que el H,O, actia como sefializador que activa rutas que inducen la
acumulacion de antioxidantes en semilla, condicion que persiste en las plantulas para
compensar el dafio oxidativo inducido por iones, y a la vez favorecen el crecimiento

de plantulas (Wahid y col 2007).
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IV. JUSTIFICACION

El consumo de productos naturales que beneficien a la salud es una importante
tendencia en el mundo. En la bisqueda de estos productos, se ha optado por
estudiar algunos cultivos de importancia en la region, los cuales ademas de ser de
facil acceso, presenten propiedades nutracéuticas necesarias para contribuir a
prevenir o tratar los problemas que aquejan a la sociedad. Sinaloa es uno de los
principales productores de garbanzo (Cicer arietinum L.) blanco Sinaloa-92, semilla
de amplia aceptacién en el ambito mundial. En general se ha registrado que los
productos germinados tienen un mejor balance de nutrimentos y compuestos con
actividad bioldgica (fendlicos, isoflavonas) que las semillas que le dieron origen. El
consumo de productos con mayor contenido de estos compuestos resulta en
beneficios para la prevencién y tratamiento de algunas enfermedades cronico
degenerativas derivadas del estrés oxidativo. El perfil de fitoquimicos en germinado
de garbanzo depende de las condiciones de germinacién, y un factor de gran
influencia es la exposicion de las semillas a especies reactivas de oxigeno. En
general, el tratamiento con H,O, durante la germinacion de semillas mejora la calidad
de los germinados. En particular en esta investigacion se evaluard el efecto del
pretratamiento con perdxido de hidrégeno (H2O,) durante la imbibicion de semilla de
garbanzo (Cicer arietinum L.) blanco Sinaloa-92 como alternativa para mejorar la
calidad del producto germinado, al incrementar los niveles de compuestos fendlicos,
flavonoides y su capacidad antioxidante. En un futuro, la informacion generada de

este estudio fomentara la inclusion en la dieta de estos germinados con alto
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contenido de fitoquimicos y su empleo como ingrediente para el desarrollo de otros

productos de alto valor agregado.
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V. HIPOTESIS
La aplicacién de H,O, como elicitor quimico induce la germinacion, incrementa el

valor nutricional y contenido de fitoquimicos relacionados con capacidad antioxidante

en garbanzo blanco.
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VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion de H,O, en la etapa de imbibicion sobre el

comportamiento germinativo, valor nutricional y nutracéutico de garbanzo blanco.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el efecto del pretratamiento con distintas concentraciones de H0,

sobre el porcentaje de germinacién y crecimiento de garbanzo.

2. Establecer las mejores condiciones (concentracion de H,O,/ tiempo de
germinacion) para la obtencion de garbanzo germinado con niveles altos de fendlicos

totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante.

3. Comparar la composicién quimica proximal y digestibilidad de proteina de

garbanzos germinados y no germinados.

4. Evaluar cambios en el perfil y contenido de isoflavonas como resultado del

proceso de germinacion con H,0..

40



VIl. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES:

Se utilizaron semillas de garbanzo (Cicer arietinum L.) blanco Sinaloa-92

cosechado en el periodo 2017 en el ejido Campo Plata, Angostura, Sinaloa, México.

Todos los reactivos empleados fueron de marcas registradas como Sigma y J.T.

Baker (Phillisburg, N.J, USA).

B. METODOS

1. Proceso de germinacién

Las semillas de garbanzo se lavaron con agua y desinfectaron por inmersion en
una disolucién de hipoclorito de sodio al 0.5 % durante 10 min. Después se
enjuagaron exhaustivamente para eliminar el desinfectante residual. Lotes de 25
semillas desinfectadas fueron embebidas con agua o soluciones acuosas de
peréxido de hidrogeno (5, 17.5, 30 y 35 mM) durante 24 h a temperatura ambiente.
La relacién entre el peso de las semillas y el volumen de la disolucion de imbibicion
fue de 1.5 (p/v) (Farooq y col 2006). Posteriormente, se colocaron en charolas con
papel filtro humedecido con agua destilada y se incubaron a 25 °C en oscuridad y
humedad relativa de 90% durante 12, 42, 72 6 84 h posteriores a las 24 h del periodo
de imbibicion. Se realizaron cinco réplicas por cada tratamiento de germinacién; una
réplica fue empleada para evaluar parametros morfométricos en las semillas
germinadas, mientras que las otras cuatro fueron almacenadas a -80°C para su

posterior liofilizacion y obtencion de harinas.
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2. Comportamiento germinativo

El comportamiento germinativo de las semillas pretratadas fue evaluado a
distintas concentraciones de H,O, durante 12, 24, 48 y 72 h. El porcentaje de
germinacion se calculé empleando la ecuacion 1 de acuerdo con lo reportado por
Farooq y col (2006):

N°SG
N°TS

PG = x 100 1)

Dénde:

PG: Porcentaje de germinacién

N°SG= numero de semillas germinadas
N°TS= numero total de semillas

El indice de germinacion (IG), definido como la medida del tiempo de
germinacion, fue calculado mediante la ecuacion 1 de acuerdo con lo reportado por

Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia (1996):

_ 2(ty)
16 = 20t )

Donde:
IG: indice de germinacion

ni: nimero de semillas germinadas en el dia i
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ti; nUmero de dias después de la siembra

N: total de semillas sembradas

3. Parametros morfométricos

La morfologia de los germinados de garbanzo se determiné de imagenes
tomadas inmediatamente después de cumplirse el tiempo de germinacion de cada
uno de los tratamientos, esto para prevenir que la deshidratacion interfiera con la

correcta medicion de los parametros de interés.

a. Adquisicién de imagenes

La adquisicion de imagenes de los germinados de garbanzo obtenidos en el
presente trabajo se realizé en un sistema cerrado con fondo negro sin brillo y con
iluminacién constante de luces LED (caja de madera con dimensiones de 50 x 50
cm), permitiendo asi obtener imagenes con las mismas condiciones de iluminacion,
distancia y fondo, que ayuda a eliminar interferencias al momento de hacer la captura
de la imagen (Garcia-Armenta 2015). La captura de las imagenes fue realizada
utilizando una camara digital (Nikon, COOLPIX P900). La obtencion de datos
comparables y facilmente manejables requirié del uso de unidades convencionales;
el sistema de toma de fotografias planteado permite capturar la imagen de un objeto
de dimensiones conocidas y establecer la equivalencia para convertir pixeles en
centimetros. Cada imagen capturada consté de 30 muestras de germinados por
tratamiento y todas la imagenes obtenidas fueron almacenadas en formato bmp

(mapa de bits) en el espacio de color RGB (24 bits).

43



b. Analisis morfométrico

El analisis morfométrico se realiz6 mediante el procesamiento de las imagenes
de los germinados con el software Image J v. 1.50i (Instituto Nacional de Salud,
Estados Unidos). El pre-procesamiento de las imagenes consistio en convertir las
imagenes de color (RBG 24 bits) a imagenes en escala de grises (8 bits).
Posteriormente, el filtro MultliThresholder fue aplicado a la imagen en escala de
grises para convertirla a imagen binaria empleando los algoritmos Otsu o Li,
dependiendo de las caracteristicas de la imagen. Por ultimo, los parametros de
interés fueron seleccionados, périmetro y area, para a partir de ellos obtener el largo

y ancho tanto de raiz como de plumula de los germinados.

4. Obtencién de harinas

Los germinados obtenidos de cada tratamiento se liofilizaron y molieron en un
molino de café marca Krups modelo GX410011; las harinas obtenidas se tamizaron a
través de una malla 80 (tamafio de particula 0.180 mm) y se almacenaron a 4 °C

hasta su uso.

5. Obtencidon de extractos

La harina del germinado (0.5 g) se mezcldé con 10 mL de acetona/etanol/agua
(2:2:1 viv) conteniendo 0.1% de acido acético en la disolucién, manteniéndolo en
agitacion a temperatura ambiente durante 12 h. Posteriormente, la mezcla fue

centrifugada a 4000 g por 10 min, el sobrenadante se recuperd y almacené a -20 °C
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hasta su utilizacion (Wu y col 2012). Este extracto fue utilizado para la cuantificacion

de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante.

6. Cuantificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se evaluaron empleando la metodologia propuesta por
Singleton y col (1999). En una placa transparente de 96 pocillos se mezclaron 20 uL
de la muestra (extracto o estandar) con 180 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1 mL
del reactivo de Folin-Ciocalteu en 8 mL de agua destilada) y 50 yL de carbonato de
sodio al 7%. La placa fue inmediatamente incubada en obscuridad durante 90 min a
temperatura ambiente; trascurrido el tiempo la placa fue leida en un lector de
microplacas (SynergyTM HT Multidetection, Biotek, Inc., Winooski, VT) a 750 nm. El
estandar utilizado fue acido galico (AG), se prepard una disolucion concentrada de
1000 ppm y con las diluciones se construyd una curva de calibracion; el contenido de
fendlicos totales se expres6 como mg equivalentes de acido galico por 100 g de
muestra en base seca (mg EAG/ 100 g b.s.). Las evaluaciones fueron realizadas por

cuadruplicado.

7. Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides totales se determinaron empleando la metodologia propuesta por
Heimler y col (2005). En una placa transparente de 96 pocillos se mezclaron 20 uL
de la muestra (curva o extracto) con 100 yL de agua destilada y 6 yL de NaNO, al 5
%, se mantuvo en reposo 5 min y se agregaron 12 puL de AICI; al 10 %. Posterior a
un reposo de 5 min, se adicionaron 40 yL de NaOH 1My 22 uL de agua destilada. La

placa fue inmediatamente incubada en obscuridad durante 30 min a temperatura
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ambiente; trascurrido el tiempo la placa fue leida en un lector de microplacas
(SynergyTM HT Multidetection, Biotek, Inc., Winooski, VT) a 510 nm. El estandar
utilizado fue catequina (CA), se prepard una disolucion concentrada de 1000 ppm y
con diluciones se construyé una curva de calibracion. El contenido de flavonoides
totales se expresé como mg equivalentes de catequina por 100 g de muestra, en
base seca (mg ECA/ 100 g b.s.). Las evaluaciones fueron realizadas por

cuadruplicado.

8. Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos se determiné utilizando el método de
ABTS (2,2'-Azinobis (3-etilbenzotiazolina)-6- acido sulfénico) propuesto por Re y col
(1999). El cual se basa en la reduccion del radical ABTS™ por los antioxidantes
presentes en los extractos obtenidos. Para la preparacion de radical, 0.0192 g de
ABTS se disolvieron en 5 mL de persulfato de potasio (K2S,0g) 2.45 mM y la mezica
se dej6 reposar en oscuridad durante 16 h. Una alicuota del radical ABTS+- se diluyé
en PBS hasta alcanzar una absorbancia de 0.700 a 735 nm. Se tomé una lectura del
blanco de reactivos. En tubos de 2 mL se mezclaron 20 uL de la muestra (extracto o
curva) con 1980 uL del radical. Se inici6 el conteo de 15 min de incubacion a
temperatura ambiente inmediatamente después de la adicion del radical; transcurrido
el tiempo se midi6 la absorbancia a 735 nm. El estandar utilizado fue trolox (T), se
prepar6 una disolucion concentrada de 800 pg/mL y con diluciones se construy6 una
curva de calibracion. Los resultados fueron expresados pmol equivalentes de trolox
por 100 g de muestra en base seca (UM ET/ 100 g b.s.). Las evaluaciones fueron
realizadas por cuadruplicado.
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9. Optimizaciéon de condiciones de germinacién

Para estudiar el efecto del H,O, y a la vez establecer las mejores condiciones
(concentracion de H,O,/ tiempo de germinacién) para la obtencion de germinados de
garbanzo con niveles altos de compuestos fitoquimicos y capacidad antioxidante, se
utilizé la metodologia de superficie de respuesta. La optimizacidon se realizo
aplicando un disefio experimental central compuesto rotable con un valor de a=
1.41421 (Cuadro 5), las variables independientes fueron el tiempo de germinacion
(tG) y la concentracion de H,0, ([H»0,]), con cinco niveles (dos factoriales, dos
axiales, un central) (Khuri y Cornell 1987). Los valores minimos/maximos para el
tiempo de germinacion (X1=tG) y la concentraciéon de H,O, (X2= [H,O,]) fueron 0/84
h y 0/35 mM, respectivamente. El software estadistico arroj6 13 tratamientos
(Cuadro 6). Las variables de respuesta seleccionadas fueron el contenido de
fendlicos totales (Y1= CFT), flavonoides totales (Y2= FT) y capacidad antioxidante
(Y3= CaOx). El siguiente modelo “en caja negra” representa la relacion entre los

factores y las variables de respuesta:

Variables Proceso Variables
independientes de respuestas
Xi=tG 2 2 12 Yi=CFT
X,=H,0, # Yi=Bro +Zﬁmxs +ZﬁkiiX:‘2 + Z Z BrijXiX; +¢ » Y=FT

i=1 i=1 i=1j=1+1 Y;=CaOx
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Cuadro 5. Disefio experimental central compuesto rotable, de dos variables de

proceso: tiempo de germinacion (tG) y concentracion de H,O, ([H20:]) (a=1.4142)

Factores -a -1 0 +1 +a

Tiempo de germinacion (h) 0 12.3 42 71.7 84

Concentracion de H»0,
0 5.13 17.5 29.9 35
(mM)
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Cuadro 6. Combinaciones de concentracion de peroxido de hidrogeno ([H20]) y
tiempo de germinacion (tG) para la obtencién de germinados de garbanzo.

Trat. [H-0] e
(mm) (h)
1 5 12
2 30 12
3 5 72
4 30 72
5 0 42
6 35 42
7 17.5 0
8 17.5 84
9 17.5 42
10 17.5 42
11 17.5 42
12 17.5 42
13 17.5 42

Compuestos fendlicos totales (CFT); Flavonoides totales (FT); Capacidad

antioxidante (CaOx).
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La expresién dentro de la “caja negra” representa CFT, FT y CaOx cuando k=1,
2 y 3, respectivamente; Bko, Bui, Bki Y Pkij representan la constante y los efectos
lineales, cuadraticos y de interaccion, respectivamente. Xi, Xi y XiX; representan los
efectos lineales, cuadraticos y de interaccion de las variables independiente,
respectivamente; € representa el error, considerado por la incapacidad para
determinar el modelo verdadero. Después del analisis de regresion se eliminaron los
términos no significativos (p>0.1) y se estableci6 un nuevo polinomio,
correspondiente al modelo de prediccién para cada variable de respuesta (Myers y

col 2002).

Para encontrar la mejor combinacion de las variables de proceso se utilizo el
método convencional grafico. Los modelos de prediccion permitieron representar
graficamente cada variable de respuesta (CFT, FT y CaOx), y estas fueron
sobrepuestas para obtener un solo grafico de contorno donde se observd y
selecciond el area con la mejor combinacién (region 6ptima) de las variables de
proceso, tiempo de germinacion (tG) y concentracion de H,O, ([H202]) que permitiera

obtener los valores maximos de todas las variables de respuesta.

10. Composicion quimica

a. Proteina cruda

La proteina cruda se determino por el método 46.12, microKjeldahl, de la AOAC
(1999) mediante la determinacion del contenido de nitrégeno. La harina (0.2 g) se
mezclé con 5 mL de acido sulfurico y mezcla de catalizador, y las muestras se

colocaron en el equipo digestor a una temperatura de 550 °C por 6 h. El digesto se
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diluyé con 10 mL de agua, se mezclé con NaOH al 40% y se destilo; el destilado se
recibié en soluciones de &cido borico al 4% con el indicador azul de metileno. La
titulacion se realiz6é con una disolucion 0.1 N de HCI. Finalmente, la proteina cruda se
calculo multiplicando el contenido de nitrégeno total por el factor 6.25 y los resultados

se reportaron en % de proteina en base seca. La prueba se realizo por triplicado.

b. Grasacruda

El contenido de grasa total se determin6 por el método 920.39 C de la AOAC
(1999). La harina (2 g), colocada en papel filtro Whatman #1 se introdujo en dedales
de extraccién que fueron colocados en el equipo Soxhlet. La extraccion se realizd
durante 4 h con éter de petrdleo que fue recolectado en matraces (previamente
puestos a peso constante). El éter de los matraces fue evaporado y el contenido de
grasa fue calculado por diferencia de peso de los matraces. Los resultados se

reportaron en % de grasa en base seca. La prueba se realiz6 por triplicado.

c. Cenizas

El contenido de cenizas se evalué de acuerdo con el método 925.098 reportado
por la AOAC (1999). 1 g de harina se coloc6 en un crisol (previamente puesto a peso
constante) y fue calcinada en una mufla a 550°C por 12 h. Las cenizas de color
blanco-grisaceo se enfriaron y pesaron. Los resultados se reportaron en % de

cenizas en base seca. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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d. Humedad

El contenido de humedad se determiné por el método 44.15 de la AOAC (1999).
La muestra (2 g) fue secada a 80 °C por 24 h y la pérdida de peso se utilizd para
calcular el % de humedad. La prueba se realiz6 por triplicado.
e. Carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos se calculd por diferencia de 100 de los demas

macrocomponentes (proteina cruda, grasa cruda y cenizas).

11. Digestibilidad de proteina in vitro

La digestibilidad de proteina in vitro fue determinada por la metodologia
propuesta por Hsu y col (1977) con modificaciones de Tinus y col (2012). El método
implica la digestion con un sistema multienzimatico constituido por 16 mg de tripsina
pancreatica porcina tipo IX-S (Sigma T-0303, 13,000- 20,000 BAEE unidades/ mg de
proteina), 31 mg de quimotripsina pancreatica bovina tipo Il (Sigma C-4129, <40
unidades 7 mg de proteina), y 13 mg de proteasa tipo XIV (Sigma P5147 proteasa de
Streptomyces griseus, = 3.5 units/ mg solidos) en 10 mL de agua destilada a 37°C y
pH 8. Se peso el equivalente a 62.5 mg de proteina de la muestra y se rehidraté en
10 ml de agua destilada a 37°C durante 1 h en agitacion constante a 85 rpm;
transcurrido el tiempo se ajusté el pH de la suspensién a 8 con NaOH o HCl al 0.1 M.
posteriormente se afiadié 1 mL de solucion multienzimatica y se registr6é el cambio de

pH a los 10 min. La digestibilidad proteinica fue calculada mediante la ecuacion 3:

DPIV= 65.66 + 18.10ApH10min A3)
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12. Perfil de isoflavonas

a. Separacion e identificacion

El perfil de isoflavonas fue determinado en extractos obtenidos como se describe
en el punto 5 de esta seccion. La identificacion de las isoflavonas se hizo en
extractos de semilla sin germinar (200 mg/mL); el analisis de los extractos de las
harinas control y optimizadas se realiz6 a partir de soluciones de 50 mg/mL. El
analisis se realiz6 por cromatografia liquida de ultra resolucion (UPLC) utilizando la
metodologia propuesta por Quintero-Soto y col (2018), con modificaciones. El UPLC
es modelo ACCELA y cuenta con un detector de arreglo de diodos (DAD) (Thermo
Fisher Scientific, Inc, Whaltman, USA). El volumen de inyeccién fueron 10 pL. La
separacion se realiz6 en una columna LUNA C18 (150 x 4.6 mm). La fase movil
consistié de 0.1% acido férmico en agua (A) y acetonitrilo (B) con una velocidad de
flujo de 0.2 mL/min, aplicandose un gradiente de 0.5 a 60% de B en 25 min; la
columna fue reequilibrada con 100 % de la fase A y el tiempo total de corrida fue de
35 min. La deteccién se realizd6 a 260 y 295 nm. La identificacion se realizd
considerando los tiempos de retencién, espectros UV de los picos cromatograficos,
su comparacion con espectros reportados en la base de datos PubChem y con el
estandar comercial (formononetina). La identidad de los compuestos fue confirmada
mediante los espectros de masas obtenidos con un equipo LTQ-XL (Thermo
Scientific, EUA) con fuente de ionizacidn por electroasperjado (ESI); el analisis fue en
modo positivo/negativo y aplicando un voltaje de 35 V y temperatura del capilar de
300 °C. El analisis de datos se llevo a cabo utilizando el software Xcalibur version 2.2

(Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, EUA).

53



b. Cuantificacion

El contenido de isoflavonas se determiné mediante una curva de calibracién del
estandar comercial de formononetina. El contenido de isoflavonas totales se expreso

en ug equivalentes de formononetina/ g de muestra.

13. Anadlisis estadistico

El analisis de regresion (MSR) y prediccion del comportamiento experimental de
los datos, se llevaron a cabo utilizando modelos lineales con interaccion y

cuadraticos, usando el programa estadistico Design Expert 7.0.

Las comparaciones de medias se realizaron con la prueba de rangos multiples
de Duncan con un nivel de confianza del 95% (p< 0.05), utilizando el paquete

estadistico Statgraphics Centurion XVI.1.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. COMPORTAMIENTO GERMINATIVO

Para el estudio del efecto del H,O, sobre el comportamiento germinativo de
garbanzo blanco, se calculé el porcentaje de germinacion (PG) y el indice de

germinacion (IG) en diferentes tratamientos.

1. Porcentaje de germinacion

Los tratamientos con H,O, tuvieron un efecto positivo en la germinaciéon de la
semilla de garbanzo desde la etapa correspondiente a las 24 h de imbibicidn; por lo
tanto, al tiempo O (0 h post-imbibicion), ya se observa que el peréxido induce la
germinacion mostrando un patrén dependiente de la concentracion entre 5y 30 mM,
mientras que las semillas embebidas s6lo en agua no alcanzaron a germinar a este
tiempo (Cuadro 7). Entre las 24 y 72 h post-imbibicién se confirma el efecto positivo
del peroxido sobre el porcentaje de germinacion (PG); de manera general, los
valores de PG a cada concentracion de H;O, entre 5 y 30 mM fueron
estadisticamente iguales, aunque es claro que el mejor efecto se registré a 5 mM;
mientras que 35 mM de peroxido afectd negativamente la germinacion (Cuadro 7).
En relacion con el efecto del tiempo post-imbibicion sobre el PG, los valores mayores

se alcanzaron a las 48 h para todos los tratamientos (Cuadro 7).

Jakhar y Jakhar 2015 y Ammer y col 2018 reportaron valores de PG de
garbanzo, sin la adicion de agentes elicitores, mayores al 78 % y 80%,
respectivamente. Estos porcentajes son superiores a los del presente estudio,

probablemente debido al uso de diferentes variedades de garbanzo y sobre todo a
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Cuadro 7. Porcentaje de germinacion de garbanzo blanco Sinaloa-92 en semillas

tratadas con H,O,. Efecto de la concentracion de H,O, y del tiempo posterior al
periodo de imbibicion.

Concentracion PG a diferentes tiempos (h)
de H,O2 (mM) 0 24 48 72
0 08 38.89% 41.11% 41.11%
5 2.50%¢ 81.11% 91.11% 91.11%
17.5 14.16°¢ 7258 87.78%A 87.78%"A
30 31.67%8 78.33%"A 80.00°°A 80.00°°A
35 23.338 66.67* 72.22% 72.22%A

Nota: Se usaron cuatro lotes de 25 semillas para cada tratamiento para calcular los
porcentajes. Germinacion a 37°C en obscuridad. Letras mindsculas diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas; letras mayusculas diferentes en el

mismo renglén indican diferencias significativas (Duncan, p<0.05).
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que emplearon 7 dias de germinacion.

Liu y col 2010 y Barba-Espin y col 2012 reportaron un efecto positivo del
tratamiento H,O, en el PG en semillas de Arabidopsis y chicharo, respectivamente, el
efecto fue dependiente de la concentracibn. Ambos estudios mostraron que
concentraciones mayores a 40 mM inducian el crecimiento anormal de las plantulas y
disminuian el PG. En otra investigacion, el pre-tratamiento con H;O, (20 mM)
aplicado a semillas de chicharo fue similar al del presente estudio; y se registré
germinacion desde la imbibicion, el PG fue 14% a las 12 hy 75% a las 24 h; mientras
que las semillas tratadas con agua solo alcanzaron 15% de semillas germinadas
(Wojtyla y col 2016). El mismo efecto inductor de germinacién en la etapa de
imbibicion fue observado en el presente estudio. La informacion generada
claramente establece que el H,O, induce la germinacion, lo que indica que el
peréxido rompe la dormancia de las semillas. Probablemente, el peréxido, en
conjunto con otras moléculas, inhibe la accion del acido abscisico (ABA), citoquinina
(CK) y auxina (IAA); mientras que aumenta los niveles de &cido giberélico (GA) y
etileno (ET). Es decir, el fendmeno se ha asociado al efecto combinado de moléculas
de sefializacién y fitohormonas que modifican las cascadas de sefializacion que
regulan la transicion del estado de latencia al de germinacion (Wojtyla y col 2016).
Por otra parte, la disminucién del PG a concentraciones altas de H,O, (>35 mM)
puede deberse a su capacidad para provocar estrés oxidativo, dafiar biomoléculas e

inducir la pérdida en la viabilidad de las células (Wojtyla y col 2016).
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2. Indice de germinacion

El indice de germinacién (IG) indica el tiempo de germinacion de las semillas en
relacion con su capacidad germinativa (Pavon y col 2011). El IG de las semillas de
garbanzo, evaluado a las 72 h de germinacion, presentd los mayores valores en las
muestras tratadas con H,O, (p < 0.05); el efecto fue mayor entre 5 y 30 mM de
peréxido, aunque los valores son similares, y el mayor valor se alcanz6 a 5 mM;

mientras que el IG disminuy6 a 35 mM (Cuadro 8).

De esta manera se demuestra que el H,O, incrementa la capacidad germinativa
de las semillas de garbanzo, aumentando la germinacion tanto en porcentaje (PG)

como en velocidad.

Khan y Khan 2015 reportan el IG a los 10 dias de germinacion de tres variedades
de garbanzo pigmentado, teniendo valores que van de 2.42 a 3.69, los cuales son

similares a los obtenidos en el presente estudio para el tratamiento sin H,O»,

B. MORFOMETRIA DE RAIZ Y PLUMULA

Los parametros morfométricos de la raiz y la plumula de las semillas germinadas
fueron evaluados en los 13 tratamientos generados por el disefilo experimental
(Cuadro 6).

1. Longitud y diametro

Al analizar los datos tomando en cuenta los tratamientos con el mismo tG, se
registra una tendencia hacia mayores longitudes de raiz en los tratamientos con

mayor concentracion de peroxido (Cuadro 9); enfocandose en el tG=42 h, se registra
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Cuadro 8. indice de germinacion de garbanzo blanco Sinaloa-92 en semillas tratada
con H,0,

Concentracién de H,O, (mM) indice de germinacién

0 2.44¢
5 5.373
17.5 4.98%
30 4.81°
35 4.28°

Nota: Se usaron cuatro lotes de 25 semillas para cada tratamiento para calcular los
indices. Calculado a las 72 h de germinacion. Letras minusculas diferentes en

columnas indican diferencias significativas (Duncan, p<0.05).
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Cuadro 9. Efecto del pretratamiento con H,O, en la longitud y didmetro de raiz y

plumula.
Raiz Plimula
[H20;] tG Longitud  Diametro  Longitud  Diametro
(cm) (cm) (cm) (cm)
17.5 0 0.58° 0.25%° NP NP
5 12 0.67° 0.22° NP NP
30 12 1.05° 0.23%° NP NP
0 42 1.73° 0.243¢ NP NP
17.5 42 2.08a" 0.25%°¢ NP NP
35 42 2.24? 0.26%° 0.56° 0.18°
5 72 2.35° 0.26%° 0.79° 0.23%
30 72 2.46% 0.26% 1.30° 0.26%
17.5 84 2.41° 0.23% 0.68° 0.19

Nota: Se analizaron 30 germinados por tratamiento. NP: No presentd. Letras
minusculas diferentes en columnas indican diferencias significativas (Duncan,
p<0.05).
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efecto concentracion-respuesta, obteniéndose diferencia significativa (p < 0.05) al
contrastar la respuesta entre el uso de 0 mM y 35 mM de H,O,. Considerando los
tratamientos donde se aplica la misma concentracion de peroxido se observa un
incremento en el longitud de la raiz con el tG, lo que se demuestra claramente a 17.5
mM (p < 0.05). Por otra parte, el H,O, no parece generar un efecto drastico en el
diametro de la raiz, ya que los resultados obtenidos oscilan entre 0.22 y 0.26 cm.
Estos resultados son de gran importancia dado que una caracteristica importante
para el éxito en el establecimiento y supervivencia de las plantas es el crecimiento y
desarrollo de la raiz (Ateca y col 2009). Ademas Saleh y col (2017) encontraron una
correlacion entre el incremento en la longitud de radiculas de diferentes leguminosas,
entre ellas el garbanzo, con el incremento en el contenido de fendlicos totales,
flavonoides totales y la capacidad antioxidante, caracteristicas de gran importancia

para la presente investigacion.

La plimula es la parte del embrion de una planta que al desarrollarse da lugar al
tallo, la presencia de ésta podria indicarnos un mayor desarrollo de la plantula (Ateca
y col 2009). Considerando los tratamientos con los mismos tG se observa la nula
presencia de plumula de 0 a 42 h, sin embargo, se pudo observar el claro efecto
concentracion-respuesta al encontrar la presencia de esta estructura en el
tratamiento elicitado con de 35 mM de H,0, a las 42 h, sin embargo, el crecimiento
acelerado de dicha estructura parece generar una disminucion en el diametro de la
misma. Tomando en cuenta los tratamientos donde se aplica la misma concentracion
de peroxido, se observa un incremento en el longitud de plumula con el tG, lo que se

demuestra claramente a 5 mM, 17.5 mM y 30 mM (p < 0.05).
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Los valores mas altos para longitud y diametro tanto de raiz como de plumula,

fueron observados al emplear un tG= 72 h y una [H,0;]= 30 mM.

Jakhar y Jakhar 2015 reportaron una longitud de raiz y plumula mayor a 4y 1.5
cm, respectivamente, en garbanzo germinado durante 7 dias (168 h), hecho que
confirma el crecimiento de ambas estructuras en funcién del tiempo. Swieca 2015
midio la longitud y didametro de raiz y pliumula de germinados de lenteja elicitados con
H.O, (15 y 150 mM), sin encontrar diferencias significativas entre el tratamiento
control y los elicitados, obteniendo valores que oscilan entre 1.80 - 1.99 cm a los dos

dias y entre 2.81 - 3.13 cm a los tres dias de germinacion.

Barba-Espin y col 2012 reporto la longitud de plantulas de chicharo a las 48 h de
germinacion, sin encontrar diferencia significativa entre el tratamiento control y los
elicitados con concentraciones de 5y 10 mM de H,0,, sin embargo la concentraciéon
de 20 mM resulté la mas efectiva al obtener el valor significativamente mas alto (3

cm).

Cabe destacar que los resultados obtenidos del comportamiento germinativo y
las mediciones fisicas de raiz y plumula aportan informacién importante para la
obtencion de mayores rendimientos de granos germinados, que ademas presenten

atributos fisicos favorables.

C. MODELOS DE PREDICCION PARA LAS VARIABLES DE RESPUESTA EN
FUNCION DE LA CONCENTRACION DE H,0, Y TIEMPO DE GERMINACION

En el Cuadro 10 se muestran las diferentes combinaciones de variables de proceso

(tG y [H20,]) utilizadas para la obtencion de 13 harinas de garbanzo germinado
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Cuadro 10. Diseio experimental y valores experimentales obtenidos.

Trat, H.0, tG CFT? FTe CAOX?
(mM) (1) (mg EAG/00g) (Mg ECA/L00g)  (umol ET/100 g)

1 5 12 58.45 13.41 1265.88
2 30 12 62.61 18.71 1332.59
3 5 72 89.56 21.23 1629.44
4 30 72 126.29 27.33 2117.18
5 0 42 69.89 13.80 1369.40
6 35 42 80.82 22.00 1772.74
7 17.5 0 59.55 20.39 942.77
8 17.5 84 147.69 30.58 2334.93
9 17.5 42 81.94 20.32 1573.07
10 17.5 42 76.85 21.92 1473.01
11 17.5 42 87.73 20.22 1651.33
12 17.5 42 75.54 20.77 1555.78
13 17.5 42 83.49 19.78 1529.90

®Valores en base seca; Compuestos fendlicos totales (CFT); Flavonoides
Totales (FT); Capacidad antioxidante (CaOx)
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elicitado con H,O, y los valores experimentales de las variables de respuesta
evaluadas (CFT, FT y CaOx); A partir de dichos datos (Cuadro 10) se obtuvieron los
modelos de prediccion, como resultado de ajustar el polinomio “Yi = Bg + B1X1 + B2Xo
+ B12X1 Xz + B11X12 + B22X22", que relacionan las variables de respuesta. En el Cuadro
11 se muestran los coeficientes de regresion y andlisis de varianza de los modelos
de prediccion de primer y segundo orden mostrando las relaciones entre las variables
de respuesta y variables del proceso. A estos modelos de prediccion se les prob6 su
idoneidad y ajuste por analisis de varianza (ANOVA) (Cuadro 11). Un buen modelo
de prediccién debe tener una R? ajustada (coeficiente de determinacién) = 0.80, un
nivel de significancia de P <0.05, un coeficiente de variacion (CV) < 10% y prueba de
falta de ajuste > 0.01 (Myers y col 2002). Se utilizaron estos criterios para decidir el
nivel de satisfaccién de los modelos de prediccion de cada una de las variables de
respuesta.

1. Compuestos fendlicos totales

Las harinas obtenidas del garbanzo germinado elicitado con H,O, presentaron
valores de compuestos fendlicos totales (CFT) en el rango de 58.45-147.69 mg
EAG/100 g b.s. (Cuadro 10). El analisis de varianza mostré6 un modelo cuadratico
significativo (p<0.05) (Cuadro 11), el cual incluye los términos lineales de [H,O;] y

tG, los términos cuadraticos ([H»0-]% tG?) y su interaccién ([H,O.]* tG) (Ecuaciones 3

y 4).

Usando variables codificadas:

y1= 81.11+ 6.03X; + 27.61X, + 6.11X1X2— 3.39 X;% + 9.57 X2 (3)
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Cuadro 11. Coeficientes de regresion y analisis de varianza de los modelos
experimentales de prediccion que muestran la relacion entre las variables de
respuesta (CFT, FT y CAOx) y variables de proceso (tG y [H20,)] para la obtencién
de harinas de garbanzo germinado elicitado con H,O..

Compuestos Fendlicos Flavonoides Totales Capacidad antioxidante
Totales (CFT) (FT) (CaOx)
Coeficientes
Codificado | Sin codificar Codificado Sin codificar Codificado Sin codificar
Intercepto Bo 81.11 58.09696 20.78 11.95771 1580.62 1041.27856
Lineal
B: 6.03 0.56422 2.88 0.62604 140.61 -0.66664
B2 27.61 -0.27208 3.86 -0.067261 389.62 8.10690
Cuadratico
B’ -3.39 -0.022140 -1.82 -0.011900 NS NS
Bzz 9.57 0.010847 1.97 2.23269E-003 NS NS
Interaccion
B 6.11 0.016615 0.20 5.44830E-004 105.26 0.28641
P modelo <0.0001 <0.0001 <0.0001
P;ﬁi‘;ge 0.4798 0.2045 0.0867
Cv 5.87 5.11 7.03
R? 0.9768 0.9683 0.9273
R’ ajustada 0.9603 0.9456 0.9030
R’ predicha 0.9089 0.8366 0.7595

Nivel de significancia del modelo P < 0.05
Nivel de significancia de la falta de ajuste P > 0.05
NS No significativo
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Usando variables decodificadas:
CFT = 58.09696 + 0.56422 (H.0;) - 0.27208 (tG) + 0.016615 (H,O.*tG) —

0.022140 (H,0,?) + 0.010847 (tG?) (4)

Este modelo de prediccion explicé el 97.68% de la variabilidad total (p =<0.0001)
de los valores de CFT de las harinas. El coeficiente de determinacién (R ajustada)
del modelo fue 0.9603 y la falta de ajuste fue no significativa (0.4798). Ademas, la
dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos
con el modelo (CV) fue de 5.87% (Cuadro 11). Estos valores indican que el modelo

experimental para CFT fue adecuado y reproducible.

Las graficas de superficie de respuesta y contorno para CFT (Figura 12) muestran
claramente la interaccion de las variables [H,0;] y tG, al aumentar la concentracion y
el tiempo se obtienen los valores mas altos de CFT. De manera similar a los
resultados de CFT de esta investigacion, diversos autores reportan un incremento en
el contenido de CFT, respecto al tiempo de germinacion, tanto en garbanzo como en
otros materiales (Khattak y col 2007; Ghiassi y col 2012; Wu y col 2012; Chinma y col
2015). Estos resultados pueden ser atribuidos tanto a la liberacion de compuestos
fendlicos que se encuentran unidos a la pared celular, como, a la biosintesis derivada
de una hidrolisis enzimatica que permita mantener el equilibrio redox durante la

germinacion (Chinmay col 2015).

Por otro lado, Mendoza-Sanchez y col (2016) reportaron un incremento del CFT en

semillas de Phaseolus vularis L. tratadas con diferentes concentraciones de H->0,
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Figura 12. Gréaficas de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) mostrando
el efecto de las variables de proceso; concentracion de perdxido de hidrégeno: [H20;]
(mM); tiempo de germinacion: tG (h), sobre el contenido de fendlicos totales [CFT

(mg EAG/100 g)] de las harinas de garbanzo germinado elicitados con H;0».
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(10, 20 y 30 mM) y germinadas por 3 dias. Efectos similares del H,O, se han
registrado en la germinacibn de lenteja (Lens culinaris Medik.) y quinoa
(Chenopodium quinoa Willd.), y muestran que el tratamiento de los brotes con H,0,
induce actividades de la fenilalanina amonio-liasa (PAL) y tirosina amonio-liasa
(TAL); enzimas clave en la biosintesis de compuestos polifendlicos a través de la via

del &cido shiquimico ("Swieca y Baraniak 2013; "Swieca 2016).
2. Flavonoides totales

Las harinas obtenidas de garbanzo germinado elicitado con H,O, presentaron
valores de flavonoides totales (FT) de entre 13.4083 — 30.5757 mgEQ/100 g b.s.
(Cuadro 10). El analisis de varianza mostr6 un modelo cuadratico significativo
(p<0.0001) para FT (Cuadro 11), el cual incluye los términos lineales de [H20;] y tG,

los términos cuadraticos ([H.0-] ?, tG) y su interaccién ([H.O,]4G). (Ecuaciones 5y

6)
Usando variables codificadas:
y1= 20.78 + 2.88X; + 3.86X, + 0.20X1Xo — 1.82 X3% + 1.97 X,° (5)
Usando variables decodificadas:
FT= 11.95771 + 0.62604 (H,0,) - 0.067261 (tG) + 5.44830E-004 (H,0.*tG) —
0.011900 (Hzozz) + 2.23269E-003 (tGZ) (6)

Este modelo de prediccion explicé el 96.83% de la variabilidad total (p < 0.0001)

de los valores de FT de las harinas. El coeficiente de determinacion (R? ajustada) del

68



modelo fue 0.9456 y la falta de ajuste fue no significativa (0.2045). Ademas, la
dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos
con el modelo (CV) fue de 5.11 % (Cuadro 11). Estos valores indican que el modelo

experimental para FT fue adecuado y reproducible.

Las graficas de superficie de respuesta y contorno para FT (Figura 13) muestran
el efecto de interaccion de las variables [H,O] y tG, al aumentar la concentracion y
el tiempo se obtienen los valores mas altos de FT. A tiempos cortos se puede
observar que al aumentar la concentracion de H,O, se favorece la acumulacién de
FT. Efecto similar fue reportado en frijol variedad Dalia y lenteja, donde la induccién
de estrés aplicando H,O, favoreci6 el incremento en el contenido de FT, este efecto
es atribuido a la induccién de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL). El
incremento en la actividad de PAL, aunada a la presencia de niveles altos de acido
p-cumarico, que podria estar involucrado en la sobreproduccion de coumaroil-CoA,
compuesto clave en la biosintesis de estos compuestos (Mendoza-Sanchez y col

2016; "Swieca 2015).

3. Capacidad antioxidante

Las harinas obtenidas de garbanzo germinado elicitado con H,O, presentaron
valores de capacidad antioxidante (CaOx) de entre 942.77 — 2334.93 umol ET/100g
de muestra en bs (Cuadro 10). El analisis de varianza mostré un modelo de

interaccion de dos factores (2Fl) significativo (p<0.0001) (Cuadro 11), el cual incluye
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Figura 13. Gréaficas de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) mostrando
el efecto de las variables de proceso; concentracién de perdxido de hidrogeno: [H2.0;]
(mM); tiempo de germinacioén: tG (h), sobre flavonoides totales [FT (mg EQ/100 g)]

de las harinas de garbanzo germinado elicitado con H,0O5.
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los términos lineales de [H,O;] vy tG, asi como su interaccion ([H2O7] +G)

(Ecuaciones 8y 9).

Usando variables codificadas:

y1= 1580.62 + 140.61X; + 389.62X, +105.26X1X> (7)

Usando variables decodificadas:

CAOXx = 1041.27856 — 0.66664 (H,0,) + 8.10690 (tG) + 0.28641 (H,0,*G) (8)

Este modelo de prediccion explicé el 92.73 % de la variabilidad total (p < 0.0001)
de los valores de CAOx de las harinas. El coeficiente de determinacion (R? ajustada)
del modelo fue 0.9030 y la falta de ajuste fue no significativa (0.0867). Ademas, la
dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos
con el modelo (CV) fue de 7.03 % (Cuadro 11). Estos valores indican que el modelo

experimental para CAOx fue adecuado y reproducible.

En la figura 14 se muestran las graficas de superficie de respuesta y contorno para
CaOx. La CaOx presenta un comportamiento similar al de CFT. Se muestra
claramente la interaccion de las variables [H2O,] y tG al aumentar la concentraciéon y
el tiempo se obtienen los valores mas altos de CaOx. "Swieca (2015) report6 la
correlacién positiva entre CFT y FT con la CaOx (ABTS) en lenteja germinada bajo
condiciones de estrés con H,O, Los resultados de CaOx del presente estudio
podrian relacionarse al contenido de CFT y FT, debido a que presentan un

comportamiento similar.
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Figura 14. Gréaficas de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) mostrando
el efecto de las variables de proceso; concentracion de perdxido de hidrégeno: [H20;]
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D. OPTIMIZACION DE CONCENTRACION DE H,0, Y TIEMPO DE GERMINACION

Para la optimizacion se tomaron en cuenta los resultados obtenidos de los parametros
fisicos, y debido a que se observo que el tratamiento de 84 h de germinacion presentaba
caracteristicas fisicas indeseables (coloracion obscura, mal olor y textura blanda), se
decidi6 ajustar la variable de tG a un maximo de 72 h. La grafica de optimizacion (Figura
15) para obtener las variables de proceso que maximicen las variables de respuesta
(CFT, FT y CaOx) muestra que las condiciones éptimas son [H20,]=30 mM y tG=72 h;
los valores predichos en el punto 6ptimo son: CFT =127.9 mg EAG/100 g b.s., FT 27.9
mg EC/100 g b.s., y CaOx=2227.8 uM ET/100 g b.s. Para la validacién de los modelos
empleados, semilla de garbanzo blanco fue germinada a las condiciones Optimas
obtenidas; y su CFT, FT y CaOx fueron determinados, obteniéndose los siguientes
valores: CFT=128.26 + 10.77 mg EAG/100 g, FT=27.81+ 1.73 mg EC/100 g y CaOx=
2411.09 £ 202.45 uM ET/100 g. Los valores experimentales fueron muy cercanos a los
predichos por los modelos, demostrando que el modelo tiene un buen ajuste

experimental (Cuadro 12).

A. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LA SEMILLA DE GARBANZO CON H,0, EN

LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS GERMINADOS

El efecto del pretratamiento con H,O, sobre el contenido de macronutrientes de
germinados de garbanzo fue analizado contrastando los valores del contenido proximal
de la semilla sin germinar con el de los germinados 6ptimo y control (Cuadro 13).

La composicion proximal de la semilla sin germinar fue similar al registrado
previamente para semillas de garbanzo blanco Sinaloa-92 (Heiras-Palazuelos y col

2012), con excepcion de que reportan un contenido de proteinas superior (23.5%), la

73



85.00

127.632
27.9383
2223.65
30.00
72.00

78.75

72.50

B: tG

66.25

60.00
22.00 25.50 29.00 32.50 36.00

A: H202

Figura 15: Grafico de optimizacion para las variables de respuesta CFT, FT y CaOx.
La zona amarilla muestra la region con la mejor combinacién de las variables de

proceso para la obtencion de niveles altos de las tres variables de respuesta.
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Cuadro 12. Valores predichos por los modelos y experimentales obtenidos en

condiciones 6ptimas.

Valor predicho Valor experimental
CFT=127.632 mg EAG/100 g CFT=128.26 + 10.77 mg EAG/100 g
FT=27.9383 mg EC/100 g FT=27.81+ 1.73mg EC/100 g
CaOx=2223.65 pM ET/100 g CaOx=2347.18 £ 199.38 uM ET/100 g

CFT= compuestos fendlicos totales; FT= Flavonoides totales; CaOx= Capacidad

antioxidante. Datos en base seca.
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Cuadro 13. Efecto del pretratamiento con H,O, sobre el contenido

macronutrientes.

Semilla sin
Proximal germinar* Optimo* Control*
%Proteina 15.98° 18.70° 19.99°
%Lipidos 6.72° 7.732 7.962
%Cenizas 3.02° 2.77° 2.62°
%Carbohidratos 74.27° 71.27° 69.43°

Nota: Letras diferentes en renglones representan diferencias

(Duncan, p<0.05). * Datos en base seca.
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diferencia puede atribuirse a las condiciones ambientales en las cuales se realizo el
cultivo de dichas semillas.

En contraste con los valores de las semillas sin germinar, la germinacion resulté en un
aumento significativo (p<0.05) en el contenido de proteina y lipidos. El incremento en
peso seco de estos macronutrientes es atribuido a la pérdida de carbohidratos durante el
proceso de germinacion de la semilla. La disminucion en el contenido de cenizas es
atribuida a una lixiviacion de minerales durante la etapa de imbibicion y el decremento
en el contenido de carbohidratos, a que estos son la principal fuente de energia utilizada
para el inicio de la germinacion de la semilla (EI-Adawy 2002, Perales-Sanchez y col
2014).

En el tratamiento 6ptimo se observé un decremento (p<0.05) en el contenido de
proteinas al ser comparado con el tratamiento control. Efecto similar fue reportado por
"Swieca y Baraniak (2013) observando que la induccion de la germinacion de lenteja con
H.O, (20 mM) caus6 una disminucion significativa en el contenido de proteina asi como
su digestibilidad a los 3 dias de germinacion. En el presente estudio no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) en la digestibilidad de proteina in vitro (DPIV) entre la
semilla sin germinar, el tratamiento 6ptimo y el control, obteniendo valores de 68.68,

70.59 y 68.18%, respectivamente.

B. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LA SEMILLA DE GARBANZO CON H,O; EN EL

CONTENIDO DE FITOQUIMICOS Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En contraste con los valores de las semillas de garbanzo sin germinar, la
germinacién indujo un incremento porcentual significativo (p<0.05) en los
tratamientos 6ptimo/ control de: CFT 281.70%/ 302.57%, FT 266.12%/ 264.21% y en

la CaOx de 246.07%/ 214.49% (Cuadro 14). Comparando con nuestros resultados,
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Cuadro 14. Efecto del pretratamiento

fitoquimicos y capacidad antioxidante.

con H,O, sobre el contenido de compuestos

Semilla sin
germinar Optimo Control
CFT! 45.53° 128.262 137.762
FT? 10.45° 27.812 27.612
CaOx® 953.86° 2347.182 2045.93°

Nota: Letras diferentes en renglones representan diferencias significativas (Duncan,
p<0.05); * mg EGA/ 100 g, > mg ECA/ 100 g, * uM ET/ 100 g. Datos en base seca.
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Saleh y col (2017) reportan mayores contenidos de flendlicos totales (CFT= 538 mg
EAG/100 g b.s.) y flavonoides totales (FT= 843 mg equivalentes quercetina/100 g
b.s.) en garbanzo sin germinar; las diferencias pueden estar asociadas al uso de
diferentes técnicas de extraccion y cuantificacion, asi como a la variedad de los
granos analizados. Heiras-Palazuelos y col (2012) analizaron garbanzo blanco
Sinaloa-92 sin germinar y encontraron un menor valor de CFT (14 mg EAG/100 g) y
mayor de FT (15 mg ECA/100 g), probablemente debido a que la evaluacion se
realizé con extractos metanolicos.

Los germinados de los tratamientos éptimo y control presentaron valores de CFT y
FT similares (p>0.05), mientras que la CaOx fue mayor para el del tratamiento éptimo
(p<0.05). El incremento en la CaOx del germinado 6ptimo puede deberse a que, a
pesar de no haber un incremento en CFT y FT, en este tratamiento 6ptimo podrian
haberse sintetizado otros compuestos con mayor capacidad antioxidante como
respuesta al estrés quimico inducido por la aplicacion de H,O,.

Mendoza-Sanchez y col (2016) reportaron el efecto de la aplicacion de diferentes
concentraciones de HO,, incluyendo 30 mM, en germinados de frijol Dalia,
encontrando un incremento significativo en CFT tanto en el tratamiento control como
en el elicitado, respecto al grano sin germinar, lo cual concuerda con el presente
estudio; dichos autores reportan también el contenido de FT, encontrando un
incremento en los tratamientos control y elicitado respecto al de la semilla sin
germinar, sin embargo no encontraron diferencia significativa entre ellos, lo cual
concuerda también con lo encontrado en el presente estudio. "Swieca (2016) evalu6
el efecto de la aplicacion de dos concentraciones de H;O, (50 y 200 mM) en la

germinacion de quinoa sobre el contenido de CFT y FT, sin encontrar una diferencia
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significativa entre ambos tratamientos, sin embargo al compararlo con su tratamiento
control, se encontré6 una diferencia significativa (p<0.05) entre los germinados
elicitados y el control en el contenido de CFT, siendo similares (p>0.05) en el

contenido de FT.

C. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LA SEMILLA DE GARBANZO CON H20;

EN EL PERFIL DE ISOFLAVONAS

Se realizé la identificacidon de isoflavonas presentes en los extractos de garbanzo
blanco sin germinar, germinado en condiciones oOptimas y sin aplicacion de H,0,

(control), sus respectivos cromatogramas se muestran en la Figura 16.

El anadlisis de UPLC-DAD-MS mostré la presencia de 10 picos los cuales fueron
identificados tomando en cuenta su UVns, orden de elucion y su patron de

fragmentacién en modo positivo y negativo (Cuadro 15).

El pico 1 presentd un espectro UVmax de 271 nm y un ion molecular [M-H]" con
m/z= 271.16 y [M+H]" con m/z= 273.06, y fue identificado tentativamente como
garbanzol. Wu 'y col (2012) reportan la presencia de este compuesto en
germinados de garbanzo, registrando que es una de las primeras isoflavonas en eluir
(tr=29.22 min) y datos espectrométricos similares a los del pico 1. Esta sefial
cromatografica se encontré presente so6lo en los extractos de la muestra control y del
germinado 6ptimo, esto puede deberse a que este compuesto es sintetizado en los
primeros pasos de la ruta de fenilpropanoides presente en leguminosas; al inicio de
la germinacion, esta ruta se activa y transforma la liquiritigenina en garbanzol

mediante la hidroxilacion en la posicion 3 del anillo C de la molécula
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Figura 16. Cromatogramas de UPLC de las principales isoflavonas de extractos de
garbanzo blanco Sinaloa-92 (A) sin germinar, (B) germinado 6ptimo, y (C) germinado

control. La identidad tentativa de los picos se muestra en el Cuadro 15.



Cuadro 15. Identificacion tentativa de isoflavonas en extractos de garbanzo blanco sin germinar, germinado 6ptimo y

control.
TR UVméX.
Pico (min) (nm) [M-H]- [M+H]+ Identidad tentativa Referencia
1 16.55 271 271.16 273.06 Garbanzol Wu y col 2012
429.19, 431.08, 269.17, . s Wu 'y col 2012; PubChem
2 23.69 251 267.16,251.98 254 91 Formononetin glucdsido CID-5280378
3 o5 31 249 515.41, 267.07, 517.15, 269.15, Formononetin glucésido  Wu y col 2012 PubChem
' 252 254.19 malonilado CID: 44257221
4 2607 260 283.1,268.04 447.13,285.17 Biocanina A glucésido 2”(;:*32”(5?'2”'5 2017, Wuy
285.07, 270.30, L Wu y col 2012;
5 2649 249 283.13 253,03, 225,16 Calicosina PubChem CID:5280448
. Wu 'y col 2012; PubChem
6 27.11 259 268.03, 283.09 270.33, 285.3 Prunetina CID-5281804
Mekky y col 2015; Milan-
. . Noris 2017; Wu y col
7 28.65 260 283 285.09,242.13 Biocanina A 2012: PubChem CID:
5280373
L Wu 'y col 2012; PubChem
8 29.52 250 281.01 283.09 Pseudobaptigenina CID: 5281805
. Milan-Noris; PubChem
9 29.96 251 267.12, 252.05 269.09, 254.10 Formononetina CID:5280378
1067.57, .
10 30.78 294 1049.41 1069.19 Soyasaponina g Il Mekky y col 2015
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catalizada por la flavonona 3-hidroxilasa (Wu y col 2012; Stahlhut y col 2015).

El pico 2 presentd un espectro UVnqs de 251 nm y un ion molecular [M-H]" con
m/z= 429.19 y [M+H]" con m/z= 269.17 correspondiente a la aglicona de
formononetina, asi como fragmentos de [M-H] con m/z= 267.16, 251.98,
correspondiente a la pérdida de una hexosa [M-162.03-H] y un grupo metilo [M-
15.18-HJ, respectivamente, y fragmentos [M+H]" con m/z= 431.08, 225.16 que
representan la molécula completa con la posterior pérdida de la hexosa [M-162.03-
H] y CO, [M-44-HJ, lo cual corresponde tentativamente al compuesto formononetina
glucdsido, el cual concuerda con lo reportado por Wu y col (2012) y en la base de
datos PubChem CID:5280378. Al comparar los cromatogramas esta sefial se
encontré presente solo en los extractos de la muestra control y del germinado

optimo.

El pico 3 presenté un espectro UVmax de 249 nm y un ion molecular [M-H]" con
m/z= 515.41 y [M+H]" con m/z= 269.15 correspondiente a la aglicona de
formononetina, asi como fragmentos de [M-H]" con m/z= 267.07, 252, que
representan la pérdida de una hexosa y malonato [M-162-86-H]’, respectivamente, y
fragmentos [M+H]" con m/z= 517.15, 225.19 que representan la molécula completa y
la pérdida de CO, [M-43.96-H] correspondientes tentativamente al compuesto
formononetina glucésido malonilado. Wu y col (2012) reportan la presencia de este
compuesto en germinados de garbanzo, presentando fragmentos similares a lo

encontrado en el presente analisis y al patron reportado en la base de datos

83



PubChem CID: 44257221. Esta sefial cromatografica no se encontrd en los extractos

de la semilla sin germinar.

El pico 4 presentd un espectro UVmax de 260 nm y un ion molecular [M-H]" con
m/z= 283.1 y [M+H]" con m/z= 285.17 asi como un fragmento de [M-H] con m/z=
268.04 que representa la pérdida de un grupo metilo [M-15.06-H] de la aglicona
biocanina A y un fragmento de [M+H]" con m/z= 447.13 que representa la molécula
completa correspondiente tentativamente al compuesto biocanina A glucésido. Milan-
Noris (2017) y Wu y col (2012) reportan la presencia de este compuesto en
germinados de garbanzo, asi como sus patrones de fragmentacion los cuales
concuerdan con lo encontrado en el presente analisis. Comparando los
cromatogramas se observo la presencia de esta sefal tanto en los extractos de la

muestra control como en el germinado 6ptimo.

El pico 5 presentd un espectro UVmax de 249 nm y un ion molecular [M-H]" con
m/z= 283.13 y [M+H]" con m/z= 285.07 asi como fragmentos de [M+H]" con m/z=
270.30 y 253.03 que representan la pérdida de un grupo metilo [M+14.77+H]" y un
hidroxilo [M+17.27+H] correspondientes tentativamente al compuesto calicosina. Wu
y col (2012) reportan la presencia de este compuesto en germinados de garbanzo,
presentando un peso molecular de 284 Da, el cual concuerda con los fragmentos
encontrados en el presente analisis. Se compar6 también el patron de fragmentacion
con el reportado en la base de datos PubChem CID: 5280448, que permiti6 mayor
certeza en la identidad del compuesto. Esta sefial cromatografica se encontrd
presente solo en el extracto de la muestra control, es decir, en el garbanzo
germinado sin la aplicacion de H,O;.
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El pico 6 presentd un espectro UVmax de 259 nm y un ion [M-H] con m/z= 283.09
y [M+H]" con m/z= 285.3 asi como fragmentos de [M-H] con m/z= 268.03 y [M+H]"
con m/z= 270.33 que ambos representan la pérdida de un grupo metilo [M-15-H]
correspondientes tentativamente al compuesto prunetina. Dichas caracteristicas
concuerdan con lo reportado por Wu y col (2012) y en la base de datos PubChem
CID: 5281804. Esta sefal cromatografica se encontré presente en los extractos de

las tres muestras analizadas.

El pico 7 presentd un espectro UVmax de 260 nm y un ion molecular [M-H]" con
m/z= 283 y [M+H]" con m/z= 285.09 correspondientes tentativamente al compuesto
biocanina A, lo que concuerda con Wu y col (2012), Mekky y col (2015), Milan-Noris
(2017) y con el espectro reportado en la base de datos PubChem CID: 5280373.
Esta sefial cromatografica se encontré presente en los extractos de las tres muestras

analizadas.

El pico 8 presentd un espectro UVmax de 250 nm y un ion molecular [M-H]" con
m/z= 281.01 y [M+H]" con m/z= 283.09 correspondientes tentativamente al
compuesto pseudobaptigenina. Wu y col (2012) reportan la presencia de este
compuesto en germinados de garbanzo presentando fragmentos similares a los
encontrados en el presente andlisis, ademas se compard con el espectro reportado
en la base de datos PubChem CID: 5281805. Este compuesto se encontrd presente

en los extractos de las muestras control y optimo.

El pico 9 presentd un espectro UVmax de 251 nm y un ion molecular [M-H]" con

m/z= 267.12 y [M+H]" con m/z= 269.09 asi como fragmentos de [M-H] con m/z=
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252.05 y [M+H]" con m/z= 254.10 que representa la pérdida de un metilo [M-15-H]
correspondientes tentativamente al compuesto formononetina lo que concuerda con
lo reportado por Milan-Noris (2017) y con el espectro reportado en la base de datos
PubChem CID: 5280378. La presencia de esta sefial cromatografica se encontro

tanto en los extractos de la muestra control como en el germinado 6ptimo.

El pico 10 presentd un espectro UVmax de 294 nm y un ion molecular [M-H]" con
m/z= 1067.57 y [M+H]" con m/z= 1069.19, correspondientes tentativamente al
compuesto soyasaponina Bg Il reportado por Mekky y col (2015). Esta sefial
cromatografica se encontré presente en los extractos de las tres muestras

analizadas.

En el extracto de la semilla de garbanzo sin germinar sélo se logr6 identificar
tentativamente la presencia de tres compuestos (prunetina, biocanina A y
soyasaponina Bg Il). En el extracto control se observa claramente el efecto de la
germinacion sobre el perfil de isoflavonas, ya que se logré identificar tentativamente
la presencia de 10 compuestos, de los cuales, 9 son isoflavonas. En el extracto
optimo se identificaron 9 compuestos, de los cuales 8 son isoflavonas. A pesar de
que el perfil de compuestos entre el extracto 6ptimo y control es similar, las areas
bajo la curva de dichas sefiales difieren, lo que puede traducirse en una diferencia en

la concentracion de estos compuestos.

1. Cuantificacion de isoflavonas

Se realizo la cuantificacion de isoflavonas presentes en los extractos de garbanzo

blanco sin germinar, germinado en condiciones Optimas y sin aplicacion de H,0,
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(control), observandose claramente los cambios en la produccién de isoflavonas por
efecto de la germinacion (Figura 17), con un aumento de aproximadamente 25 veces
(854.26 ug/ g de muestra b.s. en semillas sin germinar a 22113.33 pg/ g de muestra
b.s. en el germinado control). Comparando el germinado control con el germinado
Optimo se encontré un aumento del 16.67% en las isoflavonas totales (22113.33 ug/

g de muestra b.s. en el control a 25798.86 ug/ g de muestra b.s. en el 6ptimo).

Wu y col (2012) reportan un efecto similar a lo observado en el presente estudio
obteniendo un incremento del contenido de flavonoides totales de aproximadamente
90 veces (83 ug/ g de muestra fresca en semillas sin germinar a 7568 ug/ g de
muestra fresca en semillas germinadas) en garbanzo germinado 96 h, efecto
atribuido a la activacién de la ruta de biosintesis de fenilpropanoides al iniciar el

proceso de germinacion.
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Figura 17. Contenido de isoflavonas totales en garbanzo. *ug equivalentes de
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IX. CONCLUSIONES

La aplicacion de concentraciones bajas de H,O, (5mM) durante la fase de
imbibicion mejora la capacidad germinativa de las semillas de garbanzo,
incrementando el porcentaje e indice de germinacién, y ademas promueve el

crecimiento de la radicula.

La elicitacion con H,O, 30mM con un tiempo de germinacion de 72h permite

maximizar el contenido de CFT y FT, asi como la CaOx de germinados de garbanzo.

La germinacion bajo condiciones oOptimas (H.O, 30mM, 72h) incrementa el
contenido de proteina con respecto al grano no germinado. Sin embargo, la
aplicacion de H,O, causa una disminucion significativa en el contenido de proteina

con respecto al garbanzo germinado durante 72h sin la aplicacion del elicitor.

La germinacién bajo condiciones optimas (H,O, 30mM, 72h) no modifica el
contenido de CFT y FT, pero si incrementa la CaOx con respecto al garbanzo

germinado durante 72h sin la aplicaciéon del elicitor.

La aplicaciéon de perdoxido no modifica el perfil de isoflavonas en garbanzo
germinado durante 72h, sin embargo, incrementa el contenido de isoflavonas totales

en un 16.67%.
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