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RESUMEN

La riboflavina es un biocompuesto esencial en los alimentos, lo que hace necesario
investigar fuentes alternativas de su produccion y consumo. El objetivo de este estudio fue
caracterizar el contenido de riboflavina, proteinas y extracto etéreo; y algunas propiedades
funcionales de harinas obtenidas de lenteja (Lens esculenta, variedad verde) germinada y sin
germinar. La Riboflavina se extrajo con metanol acuoso y ultrasonido, y la determinacién por
HPLC. El andlisis de proteinas y extracto etéreo se realiz6 segun métodos oficiales. Las
pruebas funcionales de interacciones con el agua; capacidad de absorcion de agua,
retencién de agua, capacidad de hinchamiento y porcentaje de solubilidad, siguiendo
métodos reportados. Los datos fueron tomados por triplicado, analizados con estadistico
no paramétrico, prueba de Kruskal-Wallis y de significancia con P <0,05, utilizando
Statgraphics Centurion. Se encontré diferencia significativa en los contenidos de proteinas y
extracto etéreo, un incremento de Riboflavina mayor al 100%, que evidencia la germinacion
como un proceso de cambios quimicos. También se hallaron diferencias en las propiedades
funcionales, posiblemente por dafio de los granulos de almidén y la hidrélisis enzimatica de
macrocompuestos y la produccién de compuestos solubles. En conclusion la germinacion
€s un bioproceso promisorio para generar materias primas ricas en compuestos bioactivos,
con propiedades funcionales interesantes para la formulacién de alimentos

Palabras claves: Riboflavina e Lens esculenta e harina de lenteja e germinacion.
ABSTRACT

Riboflavin is an essential biocomposite food, making it necessary to investigate alternative
sources of production and consumption. The aim of this study was to characterize the content
of riboflavin, protein, crude fat, and some functional properties of flour obtained from lentil
(Lens esculenta, green variety) germinated and ungerminated. Riboflavin was extracted with
agueous methanol and ultrasound, and determination by HPLC. Analysis of protein and ether
extract was performed according to official methods. Functional testing of interactions with
water, water absorption capacity, retention of water swell ability and % solubility, following
reported methods. The data were taken in triplicate and analyzed with nonparametric
statistics, Kruskal-Wallis test and significance at P <0.05, using Statgraphics Centurion.
There was significant difference in protein content, crude fat, riboflavin increased over 100%,
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which shows the germination as a process of chemical changes. Also no differences in
functional properties, possibly due to damage of the starch granules and macrocompuestos
enzymatic hydrolysis and production of soluble compounds. In conclusion, the germination is
a promising bioprocess to produce raw materials rich in bioactive compounds with interesting

functional properties for food formulation

Keywords: Riboflavin « Lens esculenta - lentil flour « germination.

|. INTRODUCCION

La vitamina B; (Riboflavina- Rbf) es
una vitamina hidrosoluble, su formula
quimica es Ci7H2N4sOs y su peso
molecular es 376,3 g/mol; presenta dos
constantes de disociacion pKa: 10,2 (N-3);
pKa:1,7 (N-10). En su forma soélida es
estable pero en soluciones alcalinas se
descompone rapidamente, acelerandose
aun mas en presencia de la luz, (Food,
2012). La Riboflavina hace parte de la
estructura de las coenzimas FMN(Flavin-
Mono-Nucleotido) y del FAD (Flavin-
Adenin-Dinucleotido), indispensables para
la  actividad enzimética de las
flavoproteinas (enzimas implicadas en
procesos metabdlicos de 6xido-reduccién);
otra funcibn es su participacion en el
crecimiento corporal, la produccion de
glébulos rojos y en la liberacién de energia
de los carbohidratos, participa ademas, en
los procesos de respiracion celular,
desintoxicacion hepatica, desarrollo del
embrién y mantenimiento de la envoltura
de los nervios, (Flérez et al.,2003). Todas
estas funciones bioquimicas de la Rbf
hacen necesario el estudio de fuentes
naturales y de procesos alimentarios, para
potencializar su consumo. La Rbf en los
alimentos puede estar en su forma
coenzimatica fosfatada.

En Colombia (Resolucién 333, 2011),
se tiene determinado en el VDRN
(Valores diarios de referencia de
nutrientes), el consumo de Rbf asi: Nifios

mayores de 6 meses y menores de 4
afios: 0,45 mg, Nifios mayores de 4 afios y
adultos: 1,7 mg.

La lenteja en grano seco, ha sido
reportada con un  contenido de Rbf
aproximado de 0.062 mg/100g (d.m.). La
lenteja en harina tiene un contenido de
Rbf aproximado de 0.04 mg/100 g (d.m.)
(FAO, 2009). La lenteja es clasificada
como leguminosa-proteoginosa, por su
contenido de proteina y baja cantidad de
grasa. Constituye una fuente de Rbf,
Piridoxina, Fosforo, hierro 'y Zinc,
contienen ademas de sus variados
nutrientes, compuestos tales como
polifenoles, fibra soluble, a-galactésidos, y
las isoflavonas que le confieren
propiedades de alimento funcional,
(Andrade, 2010). Sin embargo Ila
presencia de factores antinutricionales
inhibidores de la tripsina, taninos vy
galactosidasa en la semilla exigen
potencializar otras formas de consumo
gue permitan un grano asimilable y que
conserve las caracteristicas anteriores,
(Sotomayor et al., 1999).

Las leguminosas de consumo masivo,
como la lenteja, pueden ser sometidas al
proceso de germinacion, como aporte a
nuevas formas de consumo con valor
agregado nutricional. (Tiwari et al.,2011).

El proceso de germinacion es la
recuperacion de la actividad biolégica de
la semillas y est4 soportado en cambios
quimicos y bioquimicos, que generan
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modificaciones sustanciales en las
semillas como el aumento de la
biodisponibilidad de nutrientes,
degradacion de compuestos
antinutricionales, cambios en las
caracteristicas funcionales y tecnoldgicas.

La funcion principal de la
germinacion es lograr que las enzimas en
una etapa  posterior  hidrolicen las
reservas de almidén del endospermo para
producir azucares. Las enzimas
amiloliticas son muy importantes, pero hay
otras enzimas en este proceso como son
las lipoliticas malatosintetasa,
isocitratoliasa, carboxipeptidasas y
proteinasas, fitasa y fosfatasa, (Veluppillai
et al., 2009 y Azcén, 2008). A su vez la
division y el alargamiento celular en el
embrion provoca la rotura de las cubiertas
seminales, que generalmente se produce
por la emergencia de la radicula.Este
proceso necesita de unas condiciones
especiales como disponibilidad de agua,
oxigeno y temperatura que favorezcan los
procesos metabdlicos (respiracion, la
sintesis proteica y la movilizacion de
reservas), (Germinacién, 2011).

Se ha reportado que en la germinacién
de leguminosas, se presenta una
disminucion de los factores
antinutricionales como A&cido fitico e
inhibidores de la tripsina y aumentan los
niveles de algunas vitaminas, (Tiwari et
al., 2011).

Este trabajo hace parte de un
macroproyecto que se adelanta en la
Universidad de Antioquia, como parte de

la caracterizacibn de biomateriales
alternativos  con potencialidad de
aplicacion en la industria alimentaria del
pais

El objetivo de este estudio fue analizar
la presencia de vitamina B> en harinas de
grano de lenteja germinada y sin germinar,
como indicador del aumento del contenido
de nutrientes en este proceso, ademas
caracterizar la harina del grano germinado
en algunas propiedades funcionales y de
composicion, para  direccionar su
aplicacién en procesos alimentarios

Il. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron granos de lenteja
variedad verde seca, con una humedad
aproximada del 8% (determinada por
gravimetria), envasada en polietileno
transparente, adquirida en los
supermercados de cadena de la ciudad.
Los solventes utilizados  (metanol,
acetonitrilo acido fosférico y fosfato de
sodio) fueron grado HPLC marca Merck,
para el método HPLC usando agua Milli Q
y para las pruebas funcionales se utilizé
agua destilada.

Proceso de germinacion

Para el proceso de germinaciéon la
semilla se lavd y desinfecté con amonio
cuaternario a 200 ppm con un tiempo de
contacto de 5 min. El desarrollo de la
germinacion de la semilla duro 6 dias. Se
realiz6 el procedimiento que se presenta
en la figura 1.
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Fig.1. Procedimiento de germinacion.

Prueba de germinacién

Es una prueba que sirve para estimar el
porcentaje de semillas con capacidad
germinativa. El porcentaje de germinacién
en condiciones estandar, se evallo
desinfectando 20 semillas, colocandolas a
germinar en cajas de petri con papel filtro
y 7 mL de agua desionizada y destilada,
fueron almacenadas en una estufa a 27
°C por 2 dias, finalmente se sacaba la
fraccion de semillas germinadas (Andrade,
2010).

Proceso de obtenciéon de harina

Las semillas germinadas y no
germinadas, fueron secadas en horno
marca CITALSA de secado convectivo, a
60+3 °C por 18 horas. La reduccién de
tamafio se realiz6 por molienda en un
molino de cuchillas modelo MC-1-800
marca SIAC y posteriormente fueron
tamizadas con malla N° 50 serie Taylor,
con un tamafio < a 250um. Las harinas
obtenidas, se envasaron en bolsas de
polietilieno debidamente selladas y fueron
almacenadas en un lugar oscuro a
temperatura ambiente 27+2 °C.

Analisis bromatologicos:

* Humedad: se determiné por
gravimetria secando la muestra por
conveccion forzada, segun método
AOAC 925.10.

* Proteina total: la determinacion del
porcentaje de nitrégeno se realizé por
el método de Kjeldahl, y aplicando
posteriormente un factor de 6.25 para
su transformacién en porcentaje de
proteina, segun método AOAC
984.13.

+ Extracto etéreo: se obtiene por medio
de extraccién con solvente organico
(éter de petréleo), segln método
AOAC 920.39.

Cuantificacion de riboflavina por
Cromatografia Liquida de Alta resolucion-
HPLC

Para la extraccion de la riboflavina
como base libre se utiliz6 una mezcla de
metanol: agua 50:50, que se puso en
contacto con las harinas bajo ultrasonido
marca a 50 + 1 °C durante 1 hora luego se
hizo filtracion al vacio, tomando el
decantado como muestra problema, que
contenia la Rbf. La cuantificacion se
realiz6 en un equipo: HPLC Shimadzu
UFLC Con detector DAD (arreglo de
diodos) con una columna C18 cartucho
Merck, la fase moévil estaba compuesta de
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buffer fosfato de sodio 50 mM : Acetonitrilo
(85:15), flujo: 1 mL/min y una longitud de
onda para la deteccion de 440 nm.
(Guzman, 2008).

Caracterizacion funcional de la harina de
germinado de lenteja y sin germinar:

Los métodos descritos a continuacion,
se usaron y reportados en investigaciones
similares (Umafia, 2010)

Capacidad de absorcibn de agua
(CAA): Se pesd 0.5 g de muestra y se
agrego un exceso de agua (10 mL), luego
se agito y se dejo hidratando por 30
minutos. Se centrifugé a 3000 rpm por 10
minutos, se separo el sobrenadante y se
peso el sedimento

CAA = mp(.g) — My (9)
My, (9)

Capacidad retencién de agua (CRA) y
Solubilidad: Se pesd 1 g de muestra y se
agrego un exceso de agua (30 mL), luego
se agito y se dejo hidratando por 24 horas.
Se Centrifugo a 2000rpm por 30 minutos,
se separo el sobrenadante y se peso el
sedimento. Luego se transfirio el
sedimento a un crisol de secado y se seco
a 105 °C por 6 horas. Finalmente se peso
el sedimento seco.

_RH (g) — Pm(g)

CRA e
%S = mp,(g) — RS(g) + 100
My, (9)

Capacidad de hinchamiento (CH): Se
pesaron 2.5 gramos de muestra en una
probeta graduada de 25 mL y se adiciond
un exceso de agua (30 mL) y se agitd. Se
dejo en reposo por 24 horas y se midio el
volumen final ocupado por la muestra.

_ Vp(mi)
— mm(9)

Analisis  estadistico: Los datos fueron
obtenidos por triplicado, analizados con
estadistico no paramétrico, aplicando
prueba de Kruskal-Wallis y de significancia
con valor P <0,05, utilizando Statgraphics
Centurion.

. RESULTADOS

Los granos germinados se obtuvieron
en un tiempo de 6 dias y por razones de
estandarizacion del producto, se definié
como punto final de germinacion, un
tamafio de radicula en promedio de 4.6 cm
y una humedad de 72,81%. A partir de los
granos germinados se obtuvo harina de
germinados, con un tamafio de particula
maximo de 250 pum, cercano al
recomendado en la normatividad, que es
hasta de 220 um, de manera que se
conserven propiedades de desempefio
como materia prima, en multimezclas y en
harinas compuestas, sin alterar la
funcionalidad tecnoldégica, y una humedad
de 7,25%, que garantiza la conservacion
e inocuidad, asi como la capacidad de
interaccion con el agua. (Hui, 2006).

La composicién respecto a la proteina
y al extracto etéreo, presenta una
diferencia con significancia estadistica
entre las dos harinas, como se muestra en
la tabla 1, con aumento del contenido de
proteina en la harina germinada, lo que
puede explicarse, por la expresion de
proteinas de embriogénesis durante la
germinacion, las cuales se acumulan en la
desecacion y se activan al disminuir el
estrés por deshidratacion, adicionalmente,
en las semillas secas algunas proteinas
sufren cambios conformacionales y al
rehidratar, se presenta una recuperacion
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conformacional de las proteinas tipo
enzimas, que apoyan la maquinaria
enzimatica activa tipica de la germinacion.
La disminucion de extracto etéreo en la
harina de semillas germinadas de lenteja,
se explica por la alta actividad enzimatica
lipolitica que a su vez genera A&cidos
grasos insaturados con alta sensibilidad a

reacciones de peroxidacion 'y al
rompimiento de lipidos que hacen parte de
membranas, (Kigel et al.,2011). asi como
la oxidacion de los &cidos grasos a acetil
CoA y posterior formacion de succinato en
los glioxisomas. (Germinacion, 2011).

Tabla 1. Variables de composicion en harinas de lenteja

Propiedad Harina de_lenteja Harina d_e lenteja P-Value @

no germinada germinada
Extracto etéreo 1,460+0,062 0,658+0,030 0,00196988
Proteina 17,062+1,443 20,125+0,505 0,00192998

& Significancia con P <0,05

Los resultados obtenidos en las
pruebas funcionales se muestran en la
figura 3. Estos resultandos pueden ser
explicados  por la hidrolisis de
polisacaridos y proteinas considerando
que estos componente son los
responsables de gran parte de las
interacciones con el agua, se observa
como la capacidad de absorcién de agua
y la solubilidad, aumentan con la
germinacion, ya que se forman
compuestos simples de bajo peso

molecular, tipo monosacéridos de alta
solubilidad e interaccion con el agua,
haciendo que la capacidad de retencion y
de hinchamiento disminuyan, ya que estos
fendmenos requieren compuestos de alto
peso molecular y de conformaciones
complejas, para enlazar el agua
eficientemente. Estas interacciones con el
agua condicionan la  funcionalidad
tecnolégica de los materiales (Tiwari et
al., 2011).
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En la Fig.4 se muestra la Rbf con un
tiempo de retencibn de 6.864 min,
determinada por el método de HPLC,
anteriormente presentado. En la harina de
lenteja germinada se presenta mayor
cantidad de RbF, con un incremento
mayor del 100%, respecto a la harina de
lenteja sin germinar. El aumento de esta
vitamina puede explicarse por la accién de
enzimas de liberaciéon de nutrientes y la
sintesis, al presentarse el aumento de
pentosa ribosa y compuestos flavin, por
los efectos de la activacion metabdlica de
la semilla y la disponibilidad de agua como
solvente.

V. CONCLUSIONES

En el proceso de la germinacion, se
produce una activacion de la sintesis
proteica y, por lo tanto, la formacion de
enzimas hidroliticas que son las que
promueven la movilizacion de las
sustancias de reserva. La lenteja
germinada como grano y procesada como
harina, constituye una materia prima
alternativa con potencialidad para formular
alimentos con mayor valor nutricional y
con estudios asociados a otros nutrientes,
se podria  considerar la germinacion,
como un proceso de biofortificacion.

Las caracteristicas funcionales de la
harina de lenteja germinada, evidencian
gque esta tiene aplicaciones en alimentos
procesados estructurados, como
propuesta de nuevas formas de consumo
y mayor aprovechamiento de su valor
nutricional. Es necesario seguir
estudiando, nuevas alternativas de
consumo y procesos, para materias
primas ricas en proteinas y en compuestos
bioactivos.
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