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Resumen

El quinchoncho se encuentra entre las legumbres que juegan un papel importante en la
nutricién humana, debido a que son fuente de proteina, fibra, ciertos minerales y vitaminas. Sin
embargo, el consumo de quinchoncho esta limitado por la presencia de componentes antinutri-
cionales. Por lo tanto, el propésito de esta investigacion fue evaluar el efecto del tiempo de imbi-
bido (0, 12 y 24 h) y germinacion (4 dias) sobre la composiciéon quimica, polifenoles y contenido
de Acido fitico en la harina de semillas de quinchoncho. La combinacién del remojo y germinado
fue eficaz en la reduccion de las proteina totales y del contenido de polifenoles (p<0,05). Se ob-
servo una disminucién del 32% en el contenido de acido fitico al cuarto dia de germinacién y de
12 a 24 horas de remojo. Las semillas germinadas por cuatro dias con un proceso de remojo de
12 y/o 24 h pueden utilizarse como un método eficaz para reducir los polifenoles totales en la
harina de semillas. Como métodos separados, €l proceso de remojo por 24 horas y el germinado
por cuatro dias disminuye el contenido de acido fitico
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Combined effect of imbibition and germination on the
quality of the pigeon pea (Cajanus cajan (L) Millsp.)

Abstract

Pigeon pea is among the legumes that play an important role in human nutrition since they
are rich sources of protein, fiber, calories, certain minerals and vitamins. However, the consump-
tion of pigeon pea has been limited by the presence of antinutritional components. Therefore, the
purpose of this research was to evaluate the effect of soaking time (0, 12, and 24 h) and germina-
tion (4 days) on chemical composition and content of total polyphenols and phytic acid in pigeon
pea seeds flour. The combination of the soaked and germinated was effective in reducing protein
content and total polyphenols (p<0.05). A decrease of 32% of phytic acid content on the fourth
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day of germination and 12 at 24 hours of soaking was observed. Seeds germinated over four days
with a soaking process of 12 and/or 24 h could be used as an effective method to reduce the total
polyphenols on flour seeds. As separate methods soaking process for 24 hours and germination

for four days decrease phytic acid content

Keywords: Cajanus cajan, germination, soaking, pigeon pea, total polyphenols.

Introduccion

La semilla de Cajanus cajan (L).
Millsp., ocupa el 5to lugar dentro de las le-
guminosas de mayor produccién a escala
mundial; siendo comercialmente importante
en Africa del Este, el Caribe y Latinoaméri-
ca. Ademas, ésta produce mas nitrégeno por
unidad de biomasa que muchas otras legu-
minosas y puede nodular en muchos tipos de
suelos. (1). En Venezuela, es conocido como
“quinchoncho”; mientras que en el resto de
América se denomina gaundul, gaundu o fri-
jol de palo. Nutricionalmente contiene una
alta concentracién de proteinas y carbohi-
dratos, moderada cantidad de fibra dietaria,
una baja concentracién de grasa y un buen
equilibrio de minerales; ofreciendo una al-
ternativa energética y proteica de bajo costo
para la poblacién (2).

Ademas, al igual que otras legumino-
sas, contiene una adecuada proporcién de
carbohidratos altos en amilosa, los cuales
debido a su bajo indice glicémico, son de am-
plio beneficio para el manejo de la diabetes
e hiperlipidemias y por tanto pueden redu-
cir el riesgo de obesidad, enfermedades car-
diovasculares y cancer de colon cuando son
consumidas en cantidades adecuadas (3).

Sin embargo, las leguminosas tienen
la capacidad de sintetizar ciertas sustancias
biolégicas activas consideradas como facto-
res antinutricionales (FAN), ya que afectan
la digestion, absorcion y metabolismo de los
nutrientes, lo que limita sus propiedades nu-
tricionales y funcionales. Entre dichos facto-
res estan los fitatos, polifenoles, inhibidores
de la tripsina, saponinas, a-galactésidos, en-
tre otros (4).

La presencia de fitatos y polifenoles
en leguminosas, ha sido de gran interés para

muchos investigadores, especialmente del
area de la nutricién (2, 5-8). El acido fitico
liga los elementos trazas y macroelementos
tales como, zinc, calcio, magnesio y hierro
en el tracto gastrointestinal, disminuyendo
su disponibilidad para la absorcién y utiliza-
cién en el organismo. Ademas, el fésforo que
forma parte de los fitatos, tampoco esta dis-
ponible debido a la limitada capacidad de las
especies monogastricas para hidrolizar este
complejo en el intestino delgado. Por otro
lado, al igual que el acido fitico, los polife-
noles o sus productos de oxidacién, forman
complejos con los aminoacidos esenciales,
enzimas y otras proteinas, inhibiendo la pro-
tedlisis y la digestibilidad proteica; ademas
de ser responsables del amargor y la astrin-
gencia de muchos alimentos y bebidas (22).

En la actualidad se aplican nuevas tec-
nologias para disminuir los FAN y mejorar el
valor nutritivo de las leguminosas. La germi-
nacién es un método, que involucra cambios
complejos en la actividad enzimatica del gra-
no y ruptura de macromoléculas, los cuales
no solo disminuyen los FAN, sino también in-
crementan la sintesis de proteina, la tasa de
digestibilidad y disponibilidad del almidén,
la fibra dietaria, el contenido de las vitami-
nas del complejo B y C (4, 11). En conse-
cuencia, se obtienen granos germinados con
mejores caracteristicas sensoriales y mayor
valor nutricional y funcional.

El remojo o imbibicién de la semilla de
la leguminosa también puede reducir aque-
llos antinutrientes solubles que posterior-
mente seran eliminados con el agua, tales
como los polifenoles, el acido fitico, a-galac-
tésidos e inhibidor de la tripsina (6, 19) e
incluso ser mas eficiente que solo la cocciéon
para reducir los niveles de acido fitico en se-
millas de Cajanus cajan (9).
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No obstante, a pesar de la amplia in-
vestigacion sobre la aplicaciéon de diferentes
métodos para disminuir los factores antinu-
tricionales en las leguminosas, es escasa la
informacién sobre su efecto combinado para
aumentar la calidad nutritiva y sus propieda-
des funcionales; y de esta manera ser utiliza-
das como ingredientes para el desarrollo de
productos en la industria alimentaria. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto combinado del remojo y la germi-
nacién del Cajanus cajan (L.) Millsp., sobre
el mejoramiento de la calidad nutricional y
funcional de esta semilla.

Metodologia

Muestra

Las semillas de Cajanus cajan (L).
Millsp., de la variedad Tachira 401, fueron
suministradas por el Laboratorio de Genéti-
ca de la Facultad de Agronomia de la Univer-
sidad del Zulia, mediante un muestreo total-
mente aleatorizado.

Imbibicion y germinacion de las semillas

Aproximadamente 2,5 kg de semillas
seleccionadas de acuerdo a su estado 6ptimo
de madurez y condiciones generales, fueron
desinfectadas con una solucién de hipoclori-
to de sodio al 1% por 20 min en agua desti-
lada. Posteriormente se enjaguaron con agua
destilada hasta obtener pH neutro, antes de
someterlas a diferentes tiempos de remojo
(0, 12 y 24 h) en agua destilada (1:5 m/v).
500 gramos de los granos previamente remo-
jados, fueron escurridos, secados con papel
absorbente, y colocados en oscuridad a 25 =
2°C sobre bandejas de aluminio perforadas
cubiertas con papel absorbente durante O, 1,
2, 3y 4 dias para la germinacién (8). Las 0
horas de remojo y O dia de germinacion se
utiliz6 como control.

Con la finalidad de mantener un ade-
cuado nivel de hidratacion, los granos fue-
ron rociados diariamente con agua destila-

da. Culminado el tiempo de germinacion, los
granos fueron secados a 60°C durante 10 h,
usando una estufa de ventilacién forzada
(LAB-LINE INSTRUMENTS, INC., Modelo
3516M). Posteriormente, los granos se ho-
mogeneizaron hasta 0,5 mm en un procesa-
dor de alimentos (marca Osterizer, modelo
450-21-V 115-V-Cromo). La harina fue alma-
cenada en bolsa de polietileno y conservada
a temperatura ambiente de 25°C, hasta su
analisis correspondiente.

Analisis proximal

Cada muestra, incluyendo los controles
fue analizada para humedad (934,01), pro-
teina total (978,04), grasa cruda (920,39),
fibra cruda (973,18) y cenizas (920.153), de
acuerdo a los métodos establecidos por la
AOAC (2000). El contenido de carbohidratos
totales fue determinado por diferencia, usan-
do la siguiente ecuacion.

CT =100- (% pr + % gr + % c + % h),

donde,

CT= Carbohidratos totales

% pr= Porcentaje de proteinas totales
% gr= Porcentaje de grasa cruda

% c= Porcentaje de cenizas

% h= Porcentaje de humedad

Se analiz6 un total de 60 muestras por
triplicado para cada componente. Los resul-
tados se expresaron en base seca.

Determinacién del acido fitico

La determinacién de acido fitico se reali-
z6 mediante el método colorimétrico de la so-
lucién cromogénica modificada (5). Se mez-
clé 1 g de muestra seca desgrasada con 25
mL de acido tricloroacético durante 45 min
a 25°C en un agitador magnético (marca AR-
THUR H. THOMAS CO., Philadelphia, USA)
a velocidad moderada. El extracto fue centri-
fugado a 20.000 X g durante 15 min a 25°C.
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3 mL de cloruro de hierro sextahidratado al
1% (FeClS. 6H,0) en HCI1 1,0 N, se adicion¢ al
sobrenadante y se calenté en un bano Maria
(marca THELCO, modelo Precision Scientific
CO., Chicago 60647, USA) a 100°C durante
45 min. Posteriormente se enfrié y se centri-
fugé a 20.000 X g durante 10 min. El fitato
férrico precipitado se suspendié en HCI 0,5
N, y se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 2 h. Se lavé dos veces con HCI 0,5
N siguiendo un periodo de incubacion de 10
min entre cada lavada. El precipitado de fi-
tato férrico se neutraliz6 con 3 mL de NaOH
1,5 Ny 7 mL de agua destilada y se calent6
en bafio Maria por 15 min, para luego ser
enfriado y centrifugado. El supernadante se
utilizé para la estimacion del fitato.

Para la determinaciéon del fitato se
utilizé 0,2 mL del extracto, adicionado de 4,6
mL de agua destilada y 0,2 mL de solucién
cromogénica. Se calent6 en bafio Maria (95°C
durante 30 min), se dej6 enfriar y se determi-
noé la absorbancia en cada uno de los tubos
con un espectrofotémetro UV-visible (marca
UNICO 1100 RS) a 830 nm. Se usé 4,5 mL
de agua y 0,5 mL de la mezcla cromogénica
como blanco.

La curva estandar se preparé a partir
de una solucién madre de fitato dodecasé6-
dico monohidratado (0,1 mg. X mL™) en un
rango de 6,81 a 68,1 ug de fitato. A partir de
la absorbancia obtenida en los extractos de
la muestra y de la recta de calibracién, se
determind la concentracioén de fitato (mg/100
g en base seca por muestra).

La solucién cromogénica se preparo
de la siguiente manera:

* Solucién A: 16 g de molibdato de amo-
nio en 120 mL de agua destilada

* Solucién B: Mezcla de 80 mL de la solu-
cién A, 40 mL de acido clorhidrico con-
centrado y 10 mL de mercurio. Se agité
por 30 min y se filtré.

¢ Solucion C: Remanente de la Solucién
A + 200 mL de acido sulfurico + solu-
cién B

* Solucién cromogénica: 25 mL solucién
C + 45 mL de metanol + 25 mL de agua
destilada

Determinacion de polifenoles totales

La extracciéon de fenoles se realizé
con algunas modificaciones (12). Una por-
cién de la muestra seca (0,7 g), se agit6é en
una mezcla acetona: agua 70:30 a tempe-
ratura ambiente y oscuridad por 4 h, en un
agitador magnético. Luego se centrifugé en
fracciones a 20.000 r.p.m. durante 30 min.
El filtrado se separd y los residuos rema-
nentes fueron adicionados de 20 mL de la
mezcla acetona: agua y centrifugados duran-
te 15 min. Se mezclaron los dos filtrados y
se eliminaron los pigmentos remanentes y
la grasa con 10 mL de éter dietilico en aci-
do acético al 1%. El extracto se trasvas6 en
un balén de 100 mL aforando con la mezcla
acetona:agua. Se guardé cubierto con papel
aluminio y en refrigeracion a 5°C durante 4
horas.

Los polifenoles totales se determi-
naron por el método modificado de Folin-
Ciocalteu, sobre el extracto del vegetal (12,
13). Se tomaron 30 mL del extracto anterior
y se llevé a pH 3,5 a 4,0 con acido acético
glacial. La disolucion resultante se separo en
dos partes A y B. La fracciéon A se guardo
en oscuridad y a la B se le adicion6 polivini-
Ipolipirrolidona (PVPP, 15 mg X mL), agi-
tando constantemente durante 15 min. Pos-
teriormente se tomé 5 mL de cada fraccién,
mezclandolas con 5 mL del reactivo Folin-
Ciocalteu, diluido 1:10 en agua y una solu-
cion acuosa de 4 mL de Na,CO, 1M. Las so-
luciones se calentaron en bano Maria a 45°C
durante 15 min, se dejé enfriar y se midié6 la
absorbancia a 725 nm en un espectrofotéme-
tro UV-visible (marca UNICO 1100 RS).

La curva estandar se preparé con so-
luciones de acido galico en una mezcla aceto-
na: agua (7:3 v/v). Se us6 la mezcla extracto-
ra como blanco. La concentracion se expreso
como equivalentes de acido galico x g'. A
partir de la absorbancia obtenida de las dos
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fracciones y de la recta de calibracién con
acido galico, se determiné la concentracién
de polifenoles en las disoluciones prepara-
das.

Analisis estadistico

Los datos correspondientes al analisis
proximal, fueron sujetos al andlisis de va-
rianza (ANOVA) en un disefio factorial com-
pleto con 4 repeticiones, completamente al
azar. Se determino el efecto del factor tiempo
de imbibicién con 3 niveles (0, 12, 24 horas)
y del factor dias de germinacién con 5 nive-
les (0, 1, 2, 3, 4 dias) y sus interacciones
sobre las variables dependientes (humedad,
proteina, grasa, carbohidratos, cenizas, aci-
do fitico y polifenoles totales), usando el pro-
cedimiento General Lineal Model (GLM) del
paquete estadistico SAS (versiéon 9,0. SAS
Institute Inc., Cary, NC., USA, 2004). Cuando
los efectos principales y las comparaciones
multiples resultaron significativos (p<0,05)
se utilizé la prueba de Tukey para la compa-
racion de medias. El nivel de probabilidad
predeterminado fue de 5% (p<0,05) para to-
das las comparaciones.

Resultados y discusion

Analisis proximal

Efectos de interaccién. Se encontr6 un
efecto combinado de dias de germinacion y
tiempo de imbibicién (p<0,05) para el conte-
nido de humedad, proteina y polifenoles to-
tales en harina de semillas de Cajanus cajan
(L). Millsp (figs. 1, 2, 3).

Como era de esperarse, €l contenido
de humedad se incrementé en los dos tiem-
pos de imbibicién durante el transcurso de
la germinacién (p<0,05), con la consecuente
disminucién de la materia seca. Tal como lo
han senalado otros autores (14, 16, 17), la
hidratacién de la semilla y la movilizacién de
reservas nutritivas que participan en el de-
sarrollo del embrién, podrian explicar este
resultado.
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Se observo un incremento significativo
en el contenido proteico (p<0,05) al 2do dia
de germinacién para ambos tiempos de im-
bibicién, para luego disminuir con el trans-
curso de la germinacion (fig. 2). Estos hallaz-
gos coinciden con los de otros autores que
estudiaron la germinacién en semillas de Ca-
Jjanus cajan (8, 18), en Pisum sativum L (20)
y en Vigna unguiculata (16). Sin embargo,
los resultados son contrarios a lo reportado
por otros autores (2); quienes no encontra-
ron un aumento significativo de la proteina
en semillas de Cajanus cajan con 4 dias de
germinaciéon y 5 h de imbibicién. La activa-
cién de enzimas hidroliticas encargadas de
movilizar las sustancias de reserva, en dife-
rentes semillas de leguminosas, durante los
primeros dias de germinacion y sometidos a
diferentes tiempos de embebido, ha sido re-
portado anteriormente (17, 21).

El contenido de polifenoles totales
fue afectado significativamente (p<0,05) por
la combinacién del proceso de germinacién
e imbibicion (fig. 4). La disminucién de poli-
fenoles en leguminosas durante la germina-
cién puede ser atribuida a la activacién de la
polifenoloxidasa y otras enzimas hidroliticas
que se sintetizan durante este proceso, mien-
tras que la imbibicién prolongada solubiliza
muchos de estos compuestos (2), incluyendo
azucares productores de flatulencias.

Efecto de la imbibicién. El tiempo de
imbibiciéon disminuyé de manera significa-
tiva (p<0,05) los contenidos de proteinas,
carbohidratos, cenizas, acido fitico y polife-
noles en la harina de semillas de Cajanus
cajan, a pesar de un incremento significati-
vo en los niveles de humedad (p<0,05). La
disminucién significativa en la materia seca
(p<0,05), se podria explicar por la reduccién
en el contenido de proteinas y carbohidratos,
ya que las grasas no variaron con el tiempo
de imbibido (tabla 1). La reduccién del acido
fitico fue de un 12% a las 24 h de imbibicién
(p<0,05). Algunos autores (23, 9), han pro-
puesto que la lixiviacién podria ser uno de
los mecanismos para la remocién de protei-
nas solubles, carbohidratos y minerales des-

de la semilla hasta el agua de remojo, siendo
mayor la pérdida con el periodo de remojo.
Por otra parte, también se ha observado una
relacién proporcional entre el tiempo de im-
bibicién y la pérdida del acido fitico en ha-
rina de semillas de Cajanus cajan, con un
porcentaje de reduccién del 28% (9), cerca-
no a lo encontrado en este estudio (20%). La
pérdida de fitato durante la imbibicién de se-
millas de Cajanus cajan podria deberse a la
lixiviacién de los iones fitato dentro del agua,
bajo la influencia de un gradiente de concen-
tracién (diferencia en potencial quimico) el
cual rige la velocidad de difusién.

Por otro lado, algunos autores (8, 22)
han explicado que la caracteristica hidroso-
luble de los fenoles permite su extraccion
acuosa desde la semilla. En este estudio se
observo que a las 24 h, el agua de remojo se
torné de color oscuro, lo que explica un me-
nor contenido de fenoles en las semillas para
este periodo de tiempo (p<0,05). El conte-
nido de grasa no se modificé significativa-
mente con el tiempo de imbibicién (p>0,05),
posiblemente relacionado con su propiedad
liposoluble.

Efecto de la germinacién. La germina-
cién de las semillas de Cajanus Cajan du-
rante cuatro dias, resulté en una disminu-
cién significativa (p<0,05) para el contenido
de proteinas, carbohidratos, acido fitico y
polifenoles, mientras que las cenizas incre-
mentaron significativamente (p<0,05). El
aumento en los valores de humedad con el
tiempo de germinacion era de esperarse, ya
que de acuerdo a otros estudios (8), se debe
mantener una hidratacién constante de las
semillas durante el proceso de germinacién
(tabla 2).

Las proteinas y los carbohidratos
disminuyeron en un 20% y 10% desde los
O hasta los 4 dias de germinacién, respec-
tivamente. Tal como lo han sefialado otros
autores (18, 23), la disminucion de estos
macronutrientes demuestra la utilizacién de
estos componentes como fuente principal de
energia para el desarrollo del embrién. La
liberacién de o y B-amilasa para rendir glu-
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cosa como fuente de energia durante la ger-
minacién de las semillas, ha sido reportado
anteriormente (24). Contrario a este resulta-
do, el contenido total de minerales (cenizas),
se increment6é en un 40%, posiblemente la
reduccion significativa del acido fitico obser-
vada en esta investigacién (P<0,05), podria
haber liberado algunos minerales atrapados
en esta molécula. En este sentido, se ha re-
portado que la germinacién por encima de
4 dias, aumenta significativamente el conte-
nido de hierro, calcio, magnesio y fosforo
(18). Ademas se ha senalado que la desfo-
forilacién del fitato es un pre-requisito para
mejorar el valor nutricional de las semillas,
ya que disminuye la unién entre el anillo de
mioinositol y los minerales (5).

La disminucién del acido fitico estuvo
alrededor del 32% al 4to dia de germinacién
(P<0,05), permaneciendo estable durante
los 2 primeros dias. En otras investigaciones
(8, 19), también han encontrado una reduc-
cion del 40% para semillas de Cajanus cajan
germinadas y, 47 % para PR vulgaris L. y 94%
en V. unguiculata. En este sentido, investi-
gadores explican que en los cereales y legu-
minosas el fitato es degradado como fuente
de fésforo inorganico, por un incremento en
la actividad de la fitasa intrinseca durante el
proceso de germinacion (4, 6). También se
ha reportado que la germinacién es el méto-
do mas efectivo para disminuir el acido fitico
en tres variedades de leguminosas (5).

El cambio en el contenido de polife-
noles totales no fue significativo, durante los
cuatro dias de germinacién (P>0,05). En este
sentido, los hallazgos sobre el contenido de
fenoles en leguminosas germinadas ha sido
contradictorio. Al respecto, se ha senalado
que en cortos periodos de germinacién los fe-
noles totales disminuyen significativamente,
mientras que en largos periodos incremen-
tan (25). Algunos estudios han encontrado
una disminucion significativa de los fenoles
totales al 5* dia de germinacién (18), mien-
tras que otros (14), encontraron que algu-
nos compuestos fendlicos aparecian con la
germinacion en la medida que otros dismi-

nuian; sin embargo, la tendencia era a un in-
cremento con este proceso. Probablemente,
el tiempo de germinacioén aplicado en este es-
tudio, no fue suficiente para la activaciéon de
la polifenoloxidasa endégena de la semilla.
El contenido de humedad increment6 signi-
ficativamente al 3*y 4 dia de germinacién
(P<0,05). Este cambio puede explicarse por
el proceso de hidrataciéon aplicado durante
la germinacion; mientras que el contenido de
grasa no present6 variaciones significativas
(P>0,05).

Conclusiones

La combinacién de 12 6 24 horas de
imbibicién junto a la germinacién duran-
te 4 dias en semillas de Cajanus cajan L.
(Millsp.), fue mas efectiva para disminuir los
niveles de polifenoles, que al aplicar ambos
métodos de manera separada. Estos proce-
sos combinados también tuvieron un efecto
significativo sobre el contenido proteico, ob-
servandose que al 2do dia de geminacién se
increment6 significativamente su contenido
para ambos tiempos de imbibicién. Al ana-
lizarlos de manera separada, la imbibicién
durante 24 h, logré disminuir significativa-
mente los niveles de acido fitico, mientras
que la germinacién los redujo al cuarto dia.
Los polifenoles se mantuvieron estables con
este ultimo proceso.
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