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RESUMEN 
 

 El objetivo de este trabajo fue evaluar el perfil proteico, propiedades 

funcionales, digestibilidad proteica, concentración de ácido fítico y la actividad 

inhibidora de tripsina, esta última por su influencia en la digestibilidad proteica en 

harinas de Lupinus angustifolius L. germinado. Las semillas se germinaron a 26 ° C 

durante 2-7 días. La muestra no germinada se utilizó como control. Lupinus 

angustifolius L. no germinado mostró un contenido proteico inicial de 24.06% que se 

incrementó (31.33%) al día 3 de germinación. Las subunidades proteicas de γ-

conglutina se hidrolizaron durante la germinación y las subunidades de δ-

conglutina aumentaron en intensidad en gel de poliacrilamida. En las propiedades 

funcionales, la densidad aparente disminuyó desde el día 3 de germinación al 28%. 

Mientras que la absorción de agua y el poder de hinchamiento aumentaron 75 y 

95.9% respectivamente. La capacidad de absorción de aceite, la formación de 

espuma, la actividad emulsionante y la estabilidad aumentaron un 138, 36.14, 93 y 

113% respectivamente al día 7 de germinación. La estabilidad de la formación de 

espuma fue más estable el día 5 de germinación en comparación con los días 3 y 7 

de germinación y la muestra sin germinar. Por otro lado, la digestibilidad de las 

proteínas se mantuvo sin cambios después de la germinación debido a la presencia 

de compuestos antinutricionales como el ácido fítico. La actividad de los inhibidores 

de tripsina disminuyó al 97% después de 7 días de germinación. La germinación es 

un bioproceso que modifica las propiedades funcionales y mejora el valor 

nutricional. Las modificaciones creadas en las semillas germinadas pueden actuar 

como coadyuvante en el uso alternativo de harinas de Lupinus angustifolius L. en la 

industria alimentaria 
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1. INTRODUCCIÓN 

 La germinación es una técnica eficaz, económica y sencilla que involucra 

cambios metabólicos importantes permitiendo mejorar la calidad nutricional, 

biológica y tecnofuncional de las harinas obtenidas a partir de la germinación en 

comparación a las semillas sin germinar (Vidal-Valverde et al.,2002). Durante la 

germinación se activan enzimas hidrolíticas, de tal manera que algunos de los 

nutrientes de reserva se degradan para ser utilizados durante la respiración, o en la 

síntesis de nuevos compuestos celulares del embrión que está en desarrollo, 

generando cambios importantes en las leguminosas tratadas (Sangronis & Machado 

2007). 

 Lupinus angustifolius, es una leguminosa de interés para la industria 

alimentaria por su elevado contenido proteico, bajo contenido en grasa y almidón, 

sin embargo; su aprovechamiento se encuentra limitado por la presencia de 

compuestos antinutricionales, así como una baja disponibilidad y digestibilidad de 

nutrientes (Rumiyati et al., 2012). Se ha reportado que el proceso de germinación 

genera un aumento significativo en el contenido de proteína total en semillas de 

Lupinus angustifolius, aunado a una hidrólisis proteica por efecto de la germinación, 

generando péptidos de bajo peso molecular con posible efecto biológico (Gulewicz 

et al., 2008). También se ha evidenciado un aumento significativo en la capacidad 

antioxidante de las semillas de Lupinus debido a un incremento en el contenido de 

vitamina E, C y tocoferoles. (Fernández-Orozco et al., 2006). Estudios in vivo han 

demostrado que la proteína de Lupinus es un ingrediente de calidad, por lo tanto, las 

harinas obtenidas a partir de las mismas podrían ser utilizadas en la industria 

alimentaria para el desarrollo de alimentos funcionales con diversos beneficios a la 

salud humana, sin embargo, caracterizar las harinas es de interés para determinar 

su posible uso como ingrediente o aditivo alimentario (Kasprowicz-Potocka et al., 
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2013). Las harinas de Lupinus angustifolius germinado podrían tener características 

estructurales, fisicoquímicas y funcionales deseables o mejoradas en comparación a 

las harinas obtenidas de leguminosas convencionales. La evaluación de las 

propiedades tecno-funcionales en Lupinus no ha sido reportado y esto 

proporcionaría información sobre las ventajas o desventajas de su uso para su 

incorporación en el desarrollo de alimentos, así como evidenciar un posible 

comportamiento durante el desarrollo, innovación y almacenamiento del producto 

final (Ahmad & Pathak 2000). Obtener harinas con elevadas propiedades 

emulsificantes permitiría su incorporación en procesos industriales, debido a una 

elevada capacidad de adhesión por efecto de la reducción en la tensión de la 

interfase agua y aceite, por otra parte, tener una proteína de calidad, altamente 

soluble en agua y flexible permite obtener propiedades de hidratación y formación 

de espuma deseables gracias a la formación de una película cohesiva en la interfaz 

agua-aire (Cano-Medina et al., 2011). Debido a que la germinación tiene la capacidad 

de modificar la estructura y concentración de los nutrientes de las leguminosas, 

podrían también modificarse las propiedades funcionales dependiendo las 

condiciones del proceso de germinación, por lo tanto, el objetivo fue evaluar el perfil 

electroforético, las propiedades funcionales, digestibilidad de la proteína, 

concentración de inhibidores de tripsina y ácido fítico en harinas de Lupinus 

angustifolius sometido a un proceso de germinación. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Descripción y características de las leguminosas 

 La palabra leguminosa proviene del latín legumen que significa fruto alargado 

o en espiral (fruto en “legumbre” o “vaina”) que contiene varias semillas dispuestas 

en fila constituyendo el fruto o legumbre (López Amóros, 2000). 

 Sus semillas maduras se emplean en alimentación principalmente por su 

elevado contenido proteico (17-30%). Esta familia comprende unos 600 géneros y 

13.000 especies, de las cuales unas 200 son de consumo humano y animal (Moreno, 

1983; Torija & Díez, 1999). Se clasifican en dos grupos en función de su contenido 

lipídico, diferenciándose así las leguminosas oleaginosas (soja y cacahuete) con unos 

niveles de grasa elevados: 20-50% y las legumbres secas o leguminosas grano (judía, 

haba, guisante, garbanzo, lenteja, altramuz) con un contenido en grasa muy inferior: 

1-7% (Torija & Díez, 1999). 

 Las leguminosas, desde el punto de vista botánico, pertenecen a la familia 

Fabaceae, cuyas especies presentan la característica común de producir vainas. Las 

Fabaceas se dividen en tres subfamilias, siendo la Papilionoideae la más amplia y 

prácticamente la única cuyas especies se cultivan para el consumo humano (López 

Amóros, 2000). De las más de 18.000 especies conocidas, y de todas las que son 

cultivadas, sólo se producen 20 tipos distintos y que se utilizan como alimento para 

el ser humano en los diferentes continentes, destacando las semillas de soja (Glycine 

max L.), cacahuete (Arachis hypogaea L.), judías (entre las que se encuentran diversas 

especies del género Phaseolus), guisantes (Pisum sativum L.), garbanzos (Cicer 

arietinum L.) y lentejas (Lens culinaris Medik) (Zulet & Martínez, 2001). 

 Las semillas de las leguminosas se diferencian por el color, forma, tamaño y 

grosor del tegumento (testa), pero la mayoría de éstas tienen una estructura similar, 
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y cuando madura tienen tres partes estructurales principales: cubierta, cotiledón y 

embrión. La composición química de las semillas está determinada genéticamente, 

pero las cantidades relativas pueden variar en función de factores ambientales como 

la presencia de nutrientes minerales en el suelo o el clima. Sin embargo, la 

composición de las leguminosas varía considerablemente entre las distintas 

especies, e incluso entre variedades dentro de una misma especie (McCance & 

Winddson, 2014). 

 La composición nutricional media de las leguminosas destaca por la fracción 

de almidón y proteína como las más abundantes respecto al total de los 

componentes. El valor nutritivo de las leguminosas se debe primeramente a su 

contenido proteico, a la vez que son fuente importante de carbohidratos complejos, 

algunos de absorción lenta como el almidón y otros no digeribles como los 

componentes de la fibra alimentaria, cuyos efectos beneficiosos son debidos 

principalmente a sus propiedades físico-químicas. Por otro lado, presentan un bajo 

contenido en lípidos, excepto en el caso de semillas oleaginosas, estando 

mayoritariamente constituidos por ácidos grasos poliinsaturados (Zulet & Martínez, 

2001). Presentan también algunos componentes bioactivos minoritarios, y son una 

importante fuente de minerales (calcio, hierro, cinc) y vitaminas (Rege, 1981). Son 

las fracciones mayoritarias las que tendrán un mayor peso en las propiedades 

tecnofuncionales de las harinas de leguminosas como el almidón y otros no digeribles 

como los componentes de la fibra alimentaria, cuyos efectos beneficiosos son debidos 

principalmente a sus propiedades físico-químicas. Por otro lado, presentan un bajo 

contenido en lípidos, excepto en el caso de semillas oleaginosas, estando mayoritariamente 

constituidos por ácidos grasos poliinsaturados (Zulet & Martínez, 2001). Presentan también 

algunos componentes bioactivos minoritarios, y son una importante fuente de minerales 

(calcio, hierro, cinc) y vitaminas (Rege, 1981). Son las fracciones mayoritarias las que tendrán 

un mayor peso en las propiedades tecnofuncionales de las harinas de leguminosas. 
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 Además de los componentes mayoritarios como proteínas, carbohidratos y 

fibra, las leguminosas contienen numerosos compuestos bioactivos, presentes en 

pequeñas cantidades, pero que pueden tener efectos metabólicos y fisiológicos de 

interés. Algunos de estos componentes (fitatos, galactooligosacáridos, inhibidores 

de proteasas, lectinas, saponinas, etc.) se han clasificado como factores 

antinutricionales, pero en numerosos estudios se ha reconsiderado el impacto 

beneficioso que pueden tener en la salud, por lo que actualmente se les considera 

compuestos bioactivos. Algunos de ellos pueden tener un papel en la prevención de 

enfermedades como trastornos cardiovasculares, diabetes y cáncer (Champ, 2002; 

Duranti, 2006). 

 Los contenidos minerales de las leguminosas son altos en general, pero de 

biodisponibilidad baja debido a que se unen a los fitatos, compuestos que 

constituyen el principal inhibidor de la absorción de hierro y zinc. Algunas 

leguminosas tienen además contenidos importantes de polifenoles que inhiben la 

absorción de hierro. La deficiencia nutricional de hierro alcanza su máxima 

prevalencia en poblaciones con dietas a base de cereales y legumbres, pero la 

situación mejora sensiblemente con la adición de proteína animal o por eliminación 

de los fitatos y degradación de los polifenoles, en cuyo caso las legumbres pueden 

ser buenas fuentes de hierro y cinc por sus contenidos elevados de estos minerales 

(Sandberg, 2002). 
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2.2 Importancia de las leguminosas 

 Las leguminosas tienen importancia desde el punto de vista agrícola debido 

a la superficie mundial que se dedica a su cultivo y por su capacidad para fijar el 

nitrógeno atmosférico por la simbiosis con la bacteria Rhizobium del suelo, lo que 

permite elevar la fertilidad del sustrato, reemplazando parcialmente el uso de 

fertilizantes nitrogenado. Las leguminosas, que pueden ser utilizadas en la 

alimentación humana y animal, revisten una especial importancia nutritiva y 

económica debido a su presencia en la nutrición de millones de personas de todo el 

mundo (FAO, 2003). Desde la más remota antigüedad, las leguminosas han sido 

utilizadas por la humanidad, tornándose alimentos esenciales y de consumo diario 

o semanal en la mayor parte del mundo. Estos alimentos presentan beneficios 

significativos para la nutrición humana y para la salud cuando se consumen con 

regularidad en dietas bien equilibradas, provocando una menor incidencia de 

enfermedades cardiovasculares, cáncer y diabetes entre otras (Mazur et al., 1998; 

Zulet & Martínez, 2001).  

 La utilización de las leguminosas como alimentos se concentra en los países 

en desarrollo, que representan el 90% del consumo mundial de legumbres 

destinadas a alimentación humana. Las leguminosas presentan una importancia 

especial para los países de bajo desarrollo y con déficit de alimentos, cuyas 

principales fuentes de proteínas y energía son los productos de origen no animal 

contribuyendo al 10% de las proteínas diarias recomendadas y a un 5% del aporte 

energético de la población. Alrededor del 75% de las leguminosas en estos países se 

destina al consumo humano, mientras que el uso como pienso representa menos del 

15% (FAO, 2010). 

 En los países industrializados se ha observa un incremento en el consumo per 

cápita de leguminosas, lo que se atribuye a la conciencia sobre los beneficios para la 
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salud. En este sentido las legumbres constituyen una excelente alternativa y ofrecen 

la ventaja adicional de un buen aporte de fibra. Otro factor que puede haber 

contribuido al incremento de su consumo es la inmigración, que ha aumentado de 

forma espectacular en el periodo de estudio (FAO, 2005). El consumo de 

leguminosas es menor en Europa que en otras regiones del mundo y muestra una 

amplia variabilidad, debido a las diferencias interregionales en los hábitos 

alimentarios y las tradiciones, así como a diferencias en el aprovisionamiento. Se ha 

reportado que España, Francia y Reino Unido consumen un 60% del total de 

leguminosas en Europa (Shneider, 2002). 

 La industria alimentaria está continuamente adquiriendo nuevas tecnologías 

e ingredientes para generar nuevos alimentos o bien mejorar propiedades 

organolépticas, funcionales y nutritivas ya existentes. Las leguminosas han sido 

empleadas, en función de su composición, de forma directa como ingredientes en 

las dietas o piensos para animales y, alternativamente, en la obtención de aceites 

vegetales, así como la preparación de concentrados de proteína y la formulación de 

alimentos funcionales con múltiples efectos biológicos. 

 

2.3 Calidad proteica de las leguminosas  

 El elevado contenido proteico en la mayoría de las especies de leguminosas 

convierte a esta familia en la principal fuente de proteína vegetal para el hombre 

(Cubero & Moreno, 1983). El porcentaje medio de contenido en las leguminosas se 

sitúa entre el 20-25%, encontrándose valores de hasta un 40% en el caso del altramuz. 

La mayoría de estas (80%) se encuentra en forma de proteínas de almacenamiento, 

principalmente globulinas (Rubio et al., 2004). 
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 La digestibilidad y el valor biológico de las proteínas de leguminosas si se 

compara con las de origen animal resulta algo inferior (Belitz & Grosh, 1997). Sin 

embargo, en el caso del garbanzo el contenido de cisteína y metionina es bastante 

superior al del resto de legumbres, lo que en parte explica la mejor calidad proteica 

del garbanzo respecto a las demás leguminosas. 

 Las leguminosas presentan baja digestibilidad proteica debido especialmente 

a (1) deficiencia de aminoácidos azufrados (principalmente metionina), (2) 

naturaleza compacta de las proteínas de reserva mayoritarias, (3) presencia de anti 

nutrientes como inhibidores enzimáticos (inhibidores de tripsina y quimotripsina), 

lectinas y ácido fítico, (4) impedimento estérico de los azúcares que están presentes 

en la mayoría de las proteínas de reserva (glicoproteínas), (5) presencia de 

compuestos fenólicos, que establecen uniones con las proteínas (enzimas digestivas 

incluidas) afectando al grado de proteólisis, (6) presencia de minerales, mediadores 

entre las interacciones de fitatos y proteínas, formando complejos proteína-fitato-

mineral resistentes a la proteólisis, (7) interacciones proteína-proteína: las proteínas 

solubles en agua (fracción de albúminas) interaccionan con las proteínas de reserva, 

provocando un descenso de la velocidad de proteólisis, (8) baja digestibilidad de las 

proteínas solubles en agua, y finalmente (9) debido al descenso de la actividad 

proteolítica por interferencias físicas como consecuencia de la presencia de fibra 

alimentaria (Aguilera, 2009). 

 Las alergias relacionadas con el consumo de leguminosas son poco comunes 

en humanos, debido a la baja capacidad alergénica de las proteínas de 

almacenamiento (Lallés & Peltre, 1996). Asimismo, estudios referentes a 

modificaciones proteolíticas y enriquecimientos con metionina procedentes de 

proteína de soja, revelan una reducción de la alergia y una mejora en el valor 

alimentario del producto derivado de soja (Hajós et al., 1996). 
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 Se les ha atribuido a las proteínas de leguminosas propiedades nutraceúticas, 

por sus efectos beneficiosos en la salud, principalmente su papel protector frente a 

determinadas enfermedades (Duranti, 2006). Existen algunos estudios que 

relacionan fracciones específicas de proteínas, con la reducción del colesterol en 

sangre y los niveles de triglicéridos (Fukui et al., 2002). Además las proteínas de 

leguminosas se han visto asociadas a la reducción del riesgo cardiovascular como es 

el caso de la soja (Anderson & Major, 2002), a un efecto anticarcinogénico como 

consecuencia de la presencia de lectinas e inhibidores de proteasa en distintas 

leguminosas (Clemente et al., 2004), a la prevención de obesidad y diabetes debido a 

la acción del inhibidor de amilasa (Suzuki et al., 2003; Muri et al., 2004; Oneda et al., 

2004) y a una capacidad de transporte de minerales que mejoran su absorción, en 

lupino, por la presencia de aconglutina (Duranti et al., 2001). Dentro de las 

leguminosas con mayor contenido de proteína y de interés para la industria 

alimentaria se encuentra el Lupinus angustifolius. 

  

2.4 Lupinus angustifolius 

 El altramuz azul (Lupinus angustifolius) es una planta herbácea anual, una de 

las pocas especies cultivadas del género Lupinus, cuyo fruto se aprovecha como 

alimento, siendo un aperitivo típico de la región mediterránea. Los altramuces son 

cultivos de leguminosas, caracterizados por su alto contenido de proteína en la 

semilla, y se cultivan en todo el mundo en más de un millón de hectáreas, 

presentando una amplia gama de usos y aplicaciones dentro de la industria 

alimentaria (Erbas, Certel, & Uslu, 2005). 

 Una amplia gama de semillas de leguminosas ha sido utilizada para la 

producción de alimentos funcionales, entre los que se destacan las semillas de 
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Lupinus debido a su exclusiva composición química y gran diversidad en funciones 

biológicas como diurético, antidiabético, hipoglucémico, hipocolesterolémico etc. 

(Linnemann & Dijkstra, 2002). 

 

2.4.1 Potencial nutraceútico de las semillas de Lupinus angustifolius 

 El efecto nutraceútico y funcionalidad biológica de la semilla radica 

principalmente en la proteína que esta contiene, se ha reportado que el efecto 

benéfico en la salud humana depende directamente de la concentración y estructura 

en que se encuentre dicha proteína (Pastor-Cavada, Juan, Pastor, Alaiz, & Vioque, 

2009). 

 Lupinus angustifolius ha demostrado alcanzar valores de hasta el 40% de 

proteína bruta, siendo una de las leguminosas con mayor contenido proteico al igual 

que la soya. Dicha proteína se encuentra en forma de almacenamiento en la semilla 

la cual será la fuente de aminoácidos requeridos para el crecimiento y desarrollo de 

la plántula (Duranti, Consonni, Magni, Sessa, & Scarafoni, 2008).  

 Estudios realizados a finales del siglo XX demostraron que la ingesta de 

numerosas leguminosas tiene un efecto benéfico en la salud humana, 

principalmente un efecto hipocolesterolémico. La Administración de Drogas y 

Alimentos aprobó una declaración donde se establecen las propiedades saludables 

de las proteínas de soya, resaltando principalmente su potencial de reducción de 

colesterol (Wang & De Mejia, 2005). En este contexto, se establece un interés en 

analizar otras leguminosas, por ejemplo, Lupinus angustifolius, con la finalidad de 

aumentar el tratamiento y prevención de la hipercolesterolemia; se han hecho 

nuevos descubrimientos en las últimas décadas con respecto a la funcionalidad de 

las proteínas de Lupinus (Duranti et al., 2008) 
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 Diversos estudios han demostrado que las proteínas de las semillas de 

Lupinus podría disminuir y prevenir la obesidad, así como el riesgo de enfermedades 

cardiovasculares a través de un efecto significativo al poder reducir niveles de 

colesterol e inhibir la formación de tejido adiposo (Duranti & Morazzoni, 2011). 

2.4.2 Composición nutricional 

 Como se observa en la Tabla 1, Lupinus angustifolius es de interés nutricional, 

científico e industrial, principalmente por su alto aporte proteico, el cual lo convierte 

en una buena fuente de proteína de origen vegetal. Su contenido en minerales es 

alto, destacando su aporte en hierro (7,6 mg) y en calcio (180 mg) por cada 100g de 

semilla. También aporta zinc, potasio, fósforo, magnesio, vitaminas del grupo B y 

vitamina E. Aunque el aporte de lípidos es alto, se debe considerar que contiene 

principalmente ácidos grasos, cuyo aporte también es beneficioso para la salud del 

consumidor (Sujak, Kotlarz, & Strobel, 2006). 

 

Tabla 1. Composición nutricional de semilla de Lupinus angustifolius 

Nutriente % 

Proteínas 39 

Hidratos de Carbono 24 

Lípidos 15 

Fibra 24 

(Sujak, Kotlarz, & Strobel, 2006) 

 

 Por otra parte, la semilla de Lupinus angustifolius contiene compuestos 

antinutricionales, como las serino y sulfhidril proteinasas las cuales son inhibidores 

de proteasas. También contienen ciertos alcaloides (esparteína, lupinina, ácido 

lupínico y lupanina) los cuales son responsables de proporcionar un sabor 

ligeramente amargo, dichos compuestos deben ser eliminados por que podrían 

generar una intoxicación del sistema nervioso denominada latirismo. Este riesgo 
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desaparece totalmente si se somete la semilla a diversos procesos como la 

germinación (Khan, Karnpanit, Nasar‐Abbas, Huma, & Jayasena, 2015). 

 

2.5 Germinación de granos y semillas 

 La germinación de la semilla comprende una serie de procesos que 

comienzan con la imbibición de agua y culminan con la emergencia de la plántula a 

través de las cubiertas. La absorción de agua por la semilla desencadena una 

secuencia de cambios metabólicos, que incluyen la activación del proceso 

respiratorio, la síntesis proteica y la movilización de las reservas. A su vez la división 

y alargamiento celular en el embrión produce la rotura de las cubiertas de las 

semillas, que generalmente es ocasionada por la emergencia de la radícula (Rosental 

et al., 2014). 

 El primer proceso que tiene lugar durante la germinación es la toma de agua 

por la semilla: fase de imbibición. La magnitud de esta fase está determinada por 

tres factores: composición química de la semilla, permeabilidad de la envuelta 

seminal y disponibilidad de agua en el medio. La fase de absorción de agua provoca 

alteraciones temporales en la permeabilidad diferencial de las membranas de la 

semilla y, por consiguiente, una pérdida al medio circundante de solutos y 

diferentes metabolitos de bajo peso molecular (azúcares, ácidos orgánicos, iones, 

aminoácidos, péptidos, etc) (Azcón-Bieto & Talón, 2008). 

 Las semillas que almacenan almidón en sus cotiledones, como en el caso de 

las leguminosas, son capaces de reparar y activar las mitocondrias existentes en la 

semilla seca. Así pues, durante los primeros instantes de la imbibición la respiración 

de la semilla es fundamentalmente anaerobia, y se transforma en aerobia a medida 

que la radícula o el eje embrionario atraviesan los tejidos envolventes y la cubierta 
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seminal (Bewley,1997). Por otra parte, todos los componentes están presentes en la 

semilla seca viable, y a los pocos minutos de comenzar la imbibición, empieza la 

desaparición de los ribosomas. La entrada de agua en el interior de la semilla se debe 

exclusivamente a una diferencia de potencial hídrico. La entrada de agua en la 

semilla rehidrata las reservas alimenticias, que sólo pueden transformarse en 

sustancias disponibles al embrión en presencia de agua, como también, los sistemas 

enzimáticos responsables de la hidrólisis de las sustancias de reserva sólo se activan 

en presencia de agua. 

 La absorción de agua por parte de la semilla se divide en tres fases:  

Fase 1  rápida e inmediata salida de solutos y metabolitos de bajo peso molecular 

al medio. 

Fase 2  principales procesos metabólicos que conducen a la emergencia de la 

radícula.  

Fase 3  la elongación de la radícula Uno de los primeros cambios que se observan 

durante la imbibición es la reanudación de la actividad respiratoria. 

 En este sentido se observan tres rutas respiratorias, glucólisis, ciclo de las 

pentosas fosfato y ciclo del ácido cítrico son funcionales en las semillas imbibidas. 

Estas tres rutas producirán una serie de compuestos intermediarios del metabolismo 

vegetal, así como considerables cantidades de energía y poder reductor. La toma de 

oxígeno es superior en los primeros días de germinación probablemente debido a la 

actividad fermentativa observada en muchas semillas en estos primeros momentos 

de la germinación. Posteriormente se observa la rotura de la testa por parte de la 

radícula, lo que hace que el intercambio de bases tenga lugar sin la limitación 

impuesta a veces por la cubierta seminal. Finalmente, se disminuye la respiración y 

coincidente con la desintegración de los cotiledones, una vez que se han agotado las 
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reservas nutritivas, puede observarse en muchas semillas. Al iniciarse la 

germinación de las semillas se produce una activación de la síntesis proteica que da 

lugar, entre otras proteínas, a la formación de enzimas hidrolíticas que producen la 

movilización de las reservas (Botha et al., 1992). 

 

2.5.1 Movilización de las reservas 

 Las semillas contienen cantidades relativamente importantes de reservas 

alimenticias, que mantienen el crecimiento y el desarrollo de la plántula hasta que 

ésta es capaz de alimentarse por sí misma. Estas reservas se encuentran en su mayor 

parte, aunque no exclusivamente, formando cuerpos intracelulares que contienen 

lípidos, proteínas, carbohidratos y compuestos inorgánicos. En las leguminosas, por 

ejemplo, las reservas están localizados en los cotiledones (Azcón-Bieto & Talón, 

2008). Aunque se hayan encontrado en semillas diversos polisacáridos como 

material de reserva, sólo el almidón ha sido extensamente estudiado en su 

metabolismo durante la germinación, debido a estar presente en casi todas las 

semillas y constituir en la mayoría de ellas la principal reserva de energía. El 

almidón se encuentra formando corpúsculos intracelulares denominados granos de 

almidón. Dichos gránulos muestran una apariencia característica en cada especie 

(Botha et al., 1992).  

 En las semillas de la mayoría de las leguminosas que acumulan almidón en 

los cotiledones se produce un descenso en el contenido de este compuesto durante 

la germinación. En algunos casos, se aprecia también una acumulación de azúcares 

solubles en los primeros días de germinación que tiende a disminuir posteriormente. 

En otros casos no se detecta ningún aumento en la concentración de azúcares 

solubles en los cotiledones, lo que indica que se produce una rápida movilización de 
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los productos hacia la plántula en desarrollo. La reducción en el contenido de 

almidón en los cotiledones viene acompañada, generalmente, por un aumento de la 

actividad amilasa (Rosental et al., 2014). Dos rutas catabólicas participan en la 

degradación del almidón. Una de ellas es hidrolítica e implica la acción de las a y β-

amilasas. Actualmente se sabe que la amilasa es la única enzima capaz de atacar al 

gránulo de almidón nativo. La tasa de desaparición del almidón se incrementa 

durante la germinación. Durante los primeros días el almidón es atacado 

lentamente, posteriormente la degradación es rápida, y desemboca en la práctica 

desaparición del polisacárido, como ocurre en guisante, aunque también se dan 

casos como en lenteja en los que al cabo de trece días aún queda el 50% del almidón 

sin degradar (Dierking & Bilyeu, 2009). La movilización del almidón en los 

cotiledones de leguminosas se inicia después de que la radícula ha comenzado su 

elongación. La primera enzima que aumenta su actividad en los cotiledones es la 

fosforilasa, seguida algunos días después por un aumento en las amilasas. Parece, 

por tanto, que la degradación inicial lenta del almidón en leguminosas es 

consecuencia de la actividad fosforo lítica. El papel de la fosforilasa durante estos 

primeros momentos de la germinación podría ser también el de suministrar el 

sustrato para la glucólisis (glucosa 1-P) sin necesidad de consumir ATP. La 

degradación de las proteínas de reserva se logra por la acción más o menos específica 

de enzimas proteolíticas cuya importancia es vital para el desarrollo de la nueva 

plántula. En las dicotiledóneas la degradación de las proteínas de reserva ha sido 

estudiada intensamente utilizando semillas de Phaseolus vulgaris y Lens culinaris. 

Durante la germinación de semillas de algunas leguminosas hay una degradación 

de las proteínas de reserva que se corresponde con una acumulación de aminoácidos 

libres en los cotiledones. La digestión de los cuerpos proteicos comienza en la 

periferia y avanza progresivamente hacia el centro de los cotiledones. El máximo de 
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actividad proteolítica se produce a los cinco días de germinación, que coincide con 

el máximo de acumulación de aminoácidos libres (Raijou et al., 2012). 

 La emergencia radicular marca el fin de la germinación y el comienzo del 

crecimiento de la plántula. La señal que induce el inicio de la elongación y el 

mecanismo íntimo de ésta no se conoce; sin embargo, existen tres posibilidades: o 

acumulación de solutos osmóticos para provocar el incremento de la presión de 

turgencia o aumento en la extensibilidad de las paredes celulares, previo al inicio de 

la elongación o acción conjunta de los procesos de elongación de la radícula y 

relajación de los tejidos que la rodean (hidrólisis de los componentes polisacáridos 

de la pared celular) (Dierking & Bilyeu, 2009). 

 

2.6 Influencia de la germinación en la composición nutricional de harinas de 

leguminosas 

 El proceso de germinación ha sido aplicado a las semillas de leguminosas, 

como proceso natural para obtener alimentos funcionales con mayor contenido 

nutricional. Entre los más importantes se encuentran las semillas germinadas de 

soja, y últimamente se han introducido otras variedades de leguminosas como 

lentejas y judías. La germinación de semillas de leguminosas es realizada 

extensivamente en muchos países, principalmente donde la producción de las 

mismas tiene mayor demanda por los consumidores (Martínez-Villaluenga et al., 

2006). 

 El proceso de germinación generalmente mejora la calidad nutricional de las 

leguminosas, no sólo por la reducción de los componentes antinutritivos, sino 

también por el aumento de los niveles de aminoácidos libres, carbohidratos 

aprovechables, fibra alimentaria y otros componentes (Urbano et al., 2005; Zielinski 
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et al., 2006; Martínez-Villaluenga et al., 2006), simultáneamente aumenta la 

funcionalidad de las semillas debido al aumento de determinados compuestos 

bioactivos (Fernández-Orozco et al., 2003; Fernández-Orozco et al., 2006).  

 

2.6.1 Efecto en carbohidratos  

 Los carbohidratos presentes en la semilla de leguminosa son hidrolizados 

durante la germinación, proporcionando energía necesaria para la síntesis de 

proteínas, que serán utilizadas en el crecimiento de la planta (Adjei-Twum & 

Splittstoesser, 1976; Bau et al., 1997). Durante este periodo, aumenta la digestibilidad 

del almidón y por tanto el contenido en monosacáridos, debido a la mayor actividad 

de las α-amilasas y fosforilasas responsables de la hidrólisis de este polisacárido de 

reserva (Thompson & Yoon, 1984; Ghorpade & Kadam, 1989; Thompson, 1993; 

Alonso et al., 2000; Saharan et al., 2002). Además, se incrementan las α-galactosidasas 

encargadas de hidrolizar los oligosacáridos de la familia de la rafinosa a azúcares de 

menor tamaño, necesarios para el desarrollo de la planta (Czukor et al., 2000). En el 

caso de los glucósidos pirimidínicos vicina y convicina, generalmente las 

reducciones son pequeñas (Hegazy & Marquardt, 1983; Griffiths & Ramsay, 1996; 

Jamalian, 1999). 

 

 Durante este proceso, el almidón es modificado y transformado, indicando 

que en un momento determinado de la germinación se aumentará el almidón 

digerible (Mahadevamma & Tharanathan, 2004; Ghavidel & Prakash, 2007). Por lo 

tanto, la germinación mejora la disponibilidad del almidón, de manera que, si se 

requiere como fuente de energía, el proceso de germinación puede ser un buen 

método para obtenerla. El aumento de la actividad amilasa probablemente reduce 
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el contenido de almidón resistente de la pared celular, resultado de los cambios 

fisiológicos en el desarrollo del germinado.  

 

2.6.2 Efecto en fibra 

 Se ha podido observar en semillas de leguminosas que el proceso de 

germinación tiende a modificar la estructura de los nutrientes, afectando 

posiblemente a la integridad de los tejidos y provocando la ruptura de las 

asociaciones entre macro moléculas. Esto implicaría una considerable síntesis de 

pared celular y, por tanto, un aumento y modificación de la fibra alimentaria y, en 

consecuencia, de sus propiedades físico-químicas y efectos fisiológicos (Martín-

Cabrejas et al., 2008). Esto sugiere una síntesis de polisacáridos, además de la síntesis 

de nuevas proteínas y RNA mensajero durante la germinación (Abdel-Rehim et al., 

1995; Mohamed-Abdel et al., 1995). 

 Los incrementos observados en el contenido de fibra alimentaria de semillas 

germinadas pueden ser debidos a una mayor solubilización de sustancias pécticas, 

que presentan una estructura ramificada y son más susceptibles de sufrir una 

ruptura durante este proceso (Pérez- Hidalgo et al., 1997; Almeida Costa et al., 2006). 

Por tanto, los polisacáridos son movilizados durante la germinación, 

proporcionando a la planta cantidades de carbohidratos solubles que pueden ser 

utilizados para la formación de otros componentes celulares y para la respiración 

produciendo energía (Brett & Waldron, 1996). 

 Los polisacáridos son movilizados durante la germinación, proporcionando 

a la planta cantidades de carbohidratos solubles que pueden ser utilizados para la 

formación de otros componentes celulares y para la respiración produciendo energía 

(Brett & Waldron, 1996).  
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2.6.3 Efecto en lípidos 

 La germinación puede provocar aumento en los niveles de grasa en harinas 

de leguminosas, debido a la actividad fotosintética que ejercen los cotiledones del 

producto germinado (Osman, 2007). Las lipasas aumentan gradualmente a lo largo de la 

germinación provocando la hidrólisis de los lípidos, que son utilizados como fuente de 

energía para la síntesis de proteínas durante el desarrollo de la planta (Adjei-Twum & 

Splittstoesser, 1976; García-Agustín & Primo-Millo, 1993; Bau et al., 1997). 

 

2.6.4 Efecto en proteínas  

 La digestibilidad proteica se incrementa y el contenido en aminoácidos libres 

también y esto se debe a la mayor actividad de las proteasas y a la reducción de 

factores no-nutritivos como el ácido fítico o los taninos condensados que 

interaccionan con proteínas, formando complejos menos susceptibles al ataque 

proteolítico (Briarty et al., 1970; Adjei-Twum & Splittstoesser, 1976; Ghorpade & 

Kadam, 1989; Bau et al., 1997; Alonso et al., 2000). Este aumento de la digestibilidad 

de la proteína, también está relacionado con la reducción de inhibidores de proteasas 

(Khalil & Mansour, 1995; Chau & Cheung, 1997; Alonso et al., 2000). Incluso las 

lectinas y saponinas, que interfieren con la hidrólisis de proteínas, se reducen 

durante la germinación por degradación enzimática (Khokhar & Chauhan, 1986; 

Thompson et al., 1989; Savelkoul et al., 1992; Thompson, 1993; Bau et al., 1997; 

Saharan et al., 2002). 
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2.6.5 Efecto en otros compuestos de interés  

 La germinación de las semillas de leguminosas modifica su composición 

fenólica, de forma diferente dependiendo del tipo de leguminosa que se trate. En 

compuestos de tipo flavonoideo se han observado cambios importantes, destacando 

su formación, en judías, de glicósidos de flavonoles (López-Amorós et al., 1998) y la 

disminución de proantocianidinas en lentejas (Bartolomé et al., 2000; López-Amorós, 

2000; López-Amorós et al., 2006).  

 En lentejas también se observa un aumento de los compuestos 

hidroxicinámicos y una cierta disminución de los hidroxibenzoicos (Bartolomé et al., 

1997, López-Amorós, 2000; López-Amorós et al., 2006). Los cambios metabólicos 

observados están afectados por las condiciones de germinación, como luz y días de 

germinación (López-Amorós et al., 2006). De esta forma, estos autores observaron 

que la actividad antioxidante se reduce en el sexto día de germinación.  

 La gran variación en cuanto al comportamiento de los componentes fenólicos 

podría ser explicada por el complejo metabolismo bioquímico de las semillas 

durante el proceso germinativo (Dueñas et al., 2009). Las enzimas endógenas de las 

leguminosas se activan durante la germinación provocando diferencias en las 

variaciones de la composición química de judía y lenteja. Dichas enzimas, como las 

hidrolasas y polifenoloxidasas, están directamente relacionadas con los compuestos 

fenólicos ya que su actividad aumenta durante la germinación, aunque de una 

manera diferente, dependiendo del tipo de leguminosa (Rao & Deosthale, 1987). La 

concentración en estos compuestos bioactivos que se producen como consecuencia 

de la germinación, se traduce en la modificación de su capacidad antioxidante, 

pudiéndose valorar de esta forma los posibles efectos biológicos de las leguminosas 

germinadas (López-Amorós et al., 2001). No obstante, en la literatura se encuentran 

artículos que describen una tendencia al incremento de la actividad antioxidante 
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cuanto más tiempo permanece la muestra germinada (Lin & Lai, 2006; Fernandez-

Orozco et al., 2008, Dueñas et al., 2009). Por otra parte, la germinación ejerce una 

gran influencia en el contenido de vitaminas, ya que estimula la biosíntesis de 

determinadas vitaminas hidrosolubles, dando lugar en algunos casos a la aparición 

de vitamina C en lentejas (Frías et al., 2002), y también riboflavina, tiamina y niacina, 

incrementando también los niveles de aminoácidos libres (Urbano et al., 1995). 

 La germinación no parece influir directamente sobre la composición mineral 

de la semilla, pero con el incremento de las fitasas endógenas que hidrolizan el ácido 

fítico, el fósforo que formaba parte de la molécula se libera y también aumenta la 

biodisponibilidad de otros minerales (Tabekhia & Luh, 1980; Skoglund et al., 1997; 

Greiner & Konietzny, 2001; Egli et al., 2002). 

 

 

2.7 Influencia de la germinación sobre compuestos antinutricionales 

presentes en harinas de leguminosas 

 Dentro de las plantas destinadas a la alimentación, las leguminosas son unas 

de las más interesantes por su gran potencial nutritivo. Sin embargo, la utilización 

de sus nutrientes (proteínas, carbohidratos, minerales) se ve limitada por la 

presencia de una serie de compuestos de carácter no nutritivo que obstaculizan su 

aprovechamiento y que producen efectos fisiológicos y bioquímicos adversos en 

humanos y animales, pudiendo llegar a presentar toxicidad en algunos casos. Es por 

ello, que a estos compuestos se les ha designado tradicionalmente como “factores 

antinutritivos” (Grant, 1989; Liener, 1989) y en los últimos tiempos como “factores 

no-nutritivos” (Bartholomai et al., 2000). 
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2.7.1 Ácido fítico  

 El mioinositol hexaquisfosfato, comúnmente conocido como ácido fítico (IP6), 

fue aislado por Pfeffer (1872) en forma de derivado de calcio/magnesio de los granos 

de aleurona del endospermo de semillas de trigo. Su concentración relativa y su 

distribución en la semilla fueron descritas por primera vez por Palladin en 1894, e 

identificado como un inositol por Winterstein en 1897 (Gibson & Ullah, 1990). 

 Es un compuesto ampliamente distribuido en las semillas de leguminosas, 

que puede ser degradado por fitasas (mioinositol hexaquisfosfato fosfohidrolasas) 

tanto endógenas como exógenas. Estas enzimas pertenecen al grupo de las 

fosfatasas, y son capaces de hidrolizar secuencialmente el IP6 a ésteres de mio-

inositol con menor número de grupos ortofosfato (mioinositol pentaquis-, tetraquis-

, tri-, di- y monofosfato) y fosfato inorgánico. Se conocen dos tipos de fitasas: 3-

fitasas y 6-fitasas, que inician la desfosforilación del anillo de mio-inositol en la 

posición 3 y 6, respectivamente. Las 3-fitasas suelen estar presentes en 

microorganismos, mientras que las 6-fitasas se encuentran generalmente en las 

semillas de plantas superiores (Gibson & Ullah, 1990; Muzquiz & Wood, 2007). 

 Durante la maduración de la semilla, el ácido fítico se sintetiza en el 

citoplasma, posiblemente en asociación con el retículo endotelial y es transportado 

por medio de vesículas a los cuerpos proteicos (Greenwood & Bewley, 1984; Brinch-

Pedersen et al., 2002). En unas inclusiones de estos cuerpos proteicos conocidas como 

globoides, el ácido fítico se almacena en su forma aniónica (fitato) unido a cationes 

mono- y divalentes, como K+, Mg2+ o Ca2+, formando unas sales denominadas fitinas 

(Lott & Buttrose, 1977; Cosgrove 1980; Griffiths, 1981; Honke et al., 1998). El IP6 

podría ser inductor de la dormición de la semilla, ya que, al unirse a cationes 

multivalentes necesarios para el control de procesos celulares, el metabolismo se 

ralentiza (Williams, 1970; Cosgrove, 1980; Gibson & Ullah, 1990). Además, gracias a 
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su propiedad antioxidante, el IP6 podría preservar la viabilidad de la semilla 

durante el periodo de latencia (Graf et al., 1987). 

 El ácido fítico constituye la principal forma de reserva de fosfato inorgánico 

y mio-inositol de la semilla, y concretamente en leguminosas entre un 40-60% del 

fósforo total se encuentra en forma de IP6. Con la activación de las fitasas 

preexistentes y la síntesis de fitasas de novo, segregadas por el aparato de Golgi y 

transportadas a los cuerpos proteicos durante la germinación, puede hidrolizarse el 

mio-inositol hexaquisfosfato allí presente. A partir de este compuesto se obtiene el 

fosfato inorgánico necesario para el crecimiento de la planta, y el mio-inositol 

utilizado in situ para la síntesis de la pared celular (Gabard et al., 1986; Crans et al., 

1995; Ravindran et al., 1995; Fernández et al., 1997; Loewus & Murthy, 2000). 

También, los cationes mono- y divalentes que se encontraban formando sales con el 

ácido fítico, quedan disponibles para ser utilizados en el desarrollo de la planta 

(Cosgrove, 1980). 

 El mioinositol hexaquisfostato ha sido considerado tradicionalmente como 

un antinutriente por su unión a minerales, proteínas y almidón, con los que forma 

complejos que no pueden ser asimilados. Sin embargo, estas interacciones 

moleculares también pueden ser favorables para la salud (Rickard & Thompson, 

1997). 

  

2.7.1.1 Interacciones y efecto fisiológico 

 Los animales monogástricos, entre ellos el hombre, tienen escasas fitasas a 

nivel de estómago e intestino delgado, de manera que no pueden hidrolizar la 

molécula de ácido fítico y utilizar el fósforo que se encuentra formando parte de su 

estructura, ni los minerales con los que forma sales. Al llegar al intestino grueso, la 

actividad fitásica de la mucosa tampoco es suficiente para hidrolizar el IP6, por lo 
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que es metabolizado por bacterias de la flora intestinal, aunque el fósforo y los 

demás minerales liberados ya no pueden ser absorbidos a ese nivel (Fernández et al., 

1997; Steer & Gibson, 2002). 

 

2.7.1.2 Efectos nocivos 

 La capacidad del ácido fítico para formar complejos insolubles con minerales 

esenciales como Cu2+, Co2+, Zn2+, Fe2+/Fe3+, Mn2+, Ca2+ y Mg2+, hace que disminuya la 

absorción intestinal y biodisponibilidad de éstos (Evans y Pierce, 1982; Nolan et al., 

1987; Pallauf & Rimbach, 1997; Persson et al., 1998). En estudios realizados con 

animales y humanos, se ha observado que el IP5 y el IP6 tienen un efecto negativo 

sobre la biodisponibilidad de minerales, mientras que los inositoles fosfato menos 

fosforilados, IP1, IP2, IP3 e IP4, tienen baja capacidad de unión a cationes 

inorgánicos y los complejos que forman son más solubles. Sin embargo, el IP3 y el 

IP4 en presencia de inositoles fosfato altamente fosforilados, contribuyen a reducir 

la biodisponibilidad del hierro (Lönnerdal et al., 1989; Sandström & Sandberg, 1992; 

Sandberg et al., 1999). 

 Otra limitación a nivel nutritivo es la interacción iónica del ácido fítico con 

proteínas formando complejos proteína-fitato a pH ácido y proteína-mineral-fitato 

a pH básico. En ensayos realizados in vitro se ha observado una reducción de la 

solubilidad y biodisponibilidad de las proteínas, mientras que trabajos in vivo no 

siempre confirman este efecto (Cosgrove, 1980; Deshpande & Damodaran, 1989; 

Thompson, 1990). Además, debido a las interacciones fitato-proteína enzimática, el 

ácido fítico inhibe enzimas digestivas como lipasas, proteasas o α−amilasas, 

paralizando reacciones enzimáticas a nivel digestivo (O`Dell & de Boland, 1976; 

Knuckles & Betschart, 1987). 
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2.7.1.3 Efectos benéficos 

 Las interacciones del ácido fítico con cationes pueden ser en algunas 

ocasiones beneficiosas, como en el caso de su unión a metales tóxicos como Cd2+ o 

Al3+ para ser excretados por las heces (Evans & Martin, 1988). También posee 

propiedades anticancerígenas, ya que gracias a su unión a Zn2+ y Mg2+, reduce la 

biodisponibilidad de estos minerales necesarios para la síntesis de ADN, evitando 

la proliferación celular (Steer & Gibson, 2002). Además, parece estar implicado en la 

prevención de caries dentales por su capacidad de unión al calcio del esmalte, 

quedando los dientes más protegidos frente al ataque de ácidos y bacterias (Zulet & 

Martínez, 2001). El inositol hexafosfato actúa como un agente hipolipidémico a nivel 

plasmático, minimizando el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. Esto 

se debe a su mayor afinidad por el Zn2+ frente al Cu2+. El exceso de Zn2+, produce una 

reducción en la absorción de Cu2+ a nivel del intestino delgado, ya que el Zn2+ y el 

Cu2+ compiten por el mismo transportador. Pero el ácido fítico preferentemente 

quela Zn2+, se reducen los niveles de Zn2+ en plasma sin interferirse la absorción de 

Cu2+, con la consecuente reducción de los niveles de colesterol y triglicéridos 

(Rickard & Thompson, 1997; Zulet & Martínez, 2001). El IP6 también tiene 

propiedades antioxidantes gracias a las cuales previene el desarrollo de cáncer y 

daños celulares. Concretamente, al ser un agente quelante de Fe3+, evita la 

intervención de este catión metálico en la formación de radicales hidroxilos (·OH), 

reduciendo así la peroxidación lipídica (factor cancerígeno) y daños en el ADN. 

Además, con la quelación de este catión a nivel intestinal, se reduce su absorción y 

se inhibe la peroxidación de las lipoproteínas de baja densidad en plasma, con lo 

que disminuye la posibilidad de padecer arteriosclerosis (Urbano et al., 2000; 

Shamsuddin, 2002). El ácido fítico puede retrasar la digestión y absorción del 

almidón de varias formas: por su unión directa a este polisacárido, por su unión a 
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las α−amilasas, o por su quelación de Ca2+ necesario para la activación de la amilasa. 

A través de estos mecanismos se produce un retraso en la respuesta glucémica, por 

lo tanto, debido a la disminución de glucosa en sangre, es requerida menos insulina 

y disminuye el riesgo de padecer diabetes (Rickard & Thompson, 1997; Pallauf & 

Rimbach, 1997). Además, al reducirse la digestibilidad del almidón y producirse una 

mala absorción del mismo, queda disponible en el colon para ser fermentado por 

bacterias colónicas, y como consecuencia, se liberan ácidos grasos de cadena corta 

que provocan la bajada del pH. Esta reducción del pH tiene un efecto protector, ya 

que precursores tumorales como ácidos biliares y amoniaco se insolubilizan y 

neutralizan, respectivamente, disminuyendo así el riesgo de padecer cáncer de 

colon. Aunque una excesiva fermentación y su consecuente bajada de pH, puede 

provocar carcinogénesis (Thompson, 1993; Steer & Gibson, 2002). Por otro parte, la 

interacción entre el ácido fítico y proteínas enzimáticas puede ser beneficiosa. 

 Concretamente, al unirse a enzimas bacterianas como β-glucuronidasas y 

mucinasas en el colon, reduce la actividad de estas enzimas, evitando la conversión 

de ácidos biliares primarios en secundarios, que son precursores tumorales 

(Thompson, 1993).  La actividad antineoplásica del IP6 puede estar mediada por sus 

derivados de menor peso molecular, principalmente IP3, que además de poseer 

propiedades antiinflamatorias, incrementa la actividad de las células “natural killer” 

que se encuentran involucradas en la destrucción e inhibición del crecimiento de 

células tumorales (Cecconi et al., 1994; Zhou & Erdman, 1995). También se ha 

observado, que la elevada ingesta de ácido fítico, lleva a un incremento de los niveles 

de mioinositoles menos fosforilados (IP2, IP3) en el contenido urinario, que podrían 

ser responsables de inhibir la formación de cálculos renales (Konietzny & Greiner, 

2003). A través de una serie de estudios realizados en el cerebro de mamíferos se ha 

llegado a la conclusión de que los inositoles fosfato podrían controlar a nivel central 

la presión sanguínea (Vallejo et al., 1987). El efecto positivo o negativo del mio-
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inositol hexaquisfosfato para un individuo depende de varios factores: (i) la 

concentración relativa de este compuesto y de otros nutrientes, (ii) las condiciones 

bajo las cuales es consumido (efecto del procesado, presencia de enzimas 

hidrolíticas, interacción con otros compuestos de la dieta) y (iii) su estado nutricional 

y de salud. Por tanto, aquellas personas que consumen alimentos ricos en ácido 

fítico, pero pobres en otros nutrientes como minerales y proteínas, tendrán una 

mayor predisposición a desarrollar enfermedades relacionadas con deficiencias en 

minerales o a padecer malnutrición proteica. Concretamente los niños, al requerir 

un mayor aporte de nutrientes, serán más susceptibles al efecto del ácido fítico. Por 

el contrario, individuos que consumen exceso de calorías y nutrientes, al igual que 

aquellos con un mayor riesgo de padecer enfermedades crónicas como el cáncer, 

afecciones cardiovasculares o diabetes, pueden tolerar mayores dosis, actuando 

incluso como anticancerígeno, hipolipidemiante o hipoglucemiante, pero han de 

confirmarse las dosis apropiadas de ácido fítico necesarias para disminuir los efectos 

adversos y potenciar los efectos favorables para la salud (Fernández et al., 1997; Steer 

& Gibson, 2002). 

 

2.7.1.4 Cambios en la concentración por efecto de la germinación 

 

 Durante el proceso de germinación, el ácido fítico se desfosforila 

enzimáticamente mediante fitasas endógenas, las cuales, son más abundantes 

cuando se sintetizan de Novo o después de la activación de las preexistentes 

(Shimelis & Rakshit, 2007; Greiner & Konietzny, 2006). Posteriormente, se obtiene 

mioinositol penta-, tetra-, tri-, di- y monofosfato además del fosfato inorgánico y 

mioinositol que son necesarios para la plántula en desarrollo (Gupta & Gangoliya, 

2015; Vats & Banerjee, 2004) Por otro lado, se sabe que durante la germinación el 
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ácido giberélico induce la secreción de fitasa, aunque no promueve la síntesis 

(Konietzny & Greiner, 2002). Por el contrario, el fosfato inorgánico parece inhibir 

estas enzimas o prevenir su síntesis al comienzo de la germinación (Sartirana et al., 

1967; Mandal et al., 1972). 

 Estudios han demostrado que, en los cotiledones de leguminosas germinados 

durante 10 días, hay una disminución del 75% en el ácido fítico, se ha reportado una 

concentración de 4.36 mg/g a 1.09 mg/g, mientras que en períodos más cortos de 

germinación (2-3 días), el contenido de estos compuestos se reduce en un 39% en 

soya (de 40 a 24.4 g/kg) y P. aureus, (de 13.44 a 8.2 g/kg) 41%  en P. mungo, y 64% (de 

15.76 a 9.3 g/kg) en garbanzos (Beal & Mehta, 1985; Chitra et al., 1996). El 

comportamiento observado en los cotiledones se atribuyó a la desfosforilación 

enzimática de los fosfatos de inositol por las fitasas endógenas, cuyo volumen 

aumenta gradualmente durante la germinación. Además, el fosfato inorgánico 

liberado después de la hidrólisis del fosfato de inositol en los cotiledones se 

transfiere al eje embrionario para ser utilizado en su desarrollo y transformación en 

una plántula. 

 Aguilera et al., (2013) analizaron harinas de soya germinada y no germinada 

para cuantificar los fosfatos de inositol, demostrando que la germinación afecta 

positivamente el factor antinutricional, logrando hasta un 70%. En consecuencia, se 

elimina la capacidad quelante de los fitatos y, por lo tanto, los minerales consumidos 

en la dieta se utilizan mejor. La reducción en el ácido fítico se atribuyó 

principalmente a la activación de la enzima fitasa endógena, que no solo hidroliza 

el ácido, sino que también aumenta la biodisponibilidad de las proteínas de reserva 

y el contenido de aminoácidos (Alonso et al., 2000). 

 Además, se ha informado que el uso de inductores en la germinación permite 

la reducción de compuestos antinutricionales. Estudios en el frijol Dalia (Phaseolus 
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vulgaris L.) indican una disminución del 36% en la germinación y mayores 

porcentajes de reducción cuando el quitosano se usa como inductor en el proceso, 

ya que la planta usa el fósforo como recurso energético en la hidrólisis por fitasas y 

el inductor desencadena el estrés (Azeke et al., 2011). 

 Shimelis et al., (2007) informaron una disminución de hasta el 96% en la 

concentración de fitato en brotes de frijol de 4 días (Phaseolus vulgaris L.). 

 Además de las leguminosas, en otras semillas, por ejemplo, cereales como el 

maíz, la concentración de ácido fítico también se reduce. Sokrab et al., (2012) 

evaluaron el efecto de la germinación durante 6 días en dos fenotipos de maíz: var-

113 y TL-9B-6225-0 x TL617. Informaron un contenido reducido de ácido fítico en el 

día 2 de germinación, aumentando hasta el 80% de eliminación en el día 6. Como 

otros trabajos, esta investigación indica que la reducción se debe principalmente a la 

activación de la enzima endógena como fitasa durante la germinación. 

 A diferencia de Sokrab et al., (2012), Khetarpaul & Chauhan, (1990) 

informaron una disminución más leve en el mijo: 50% a 30°C / 24 h y 70% con remojo 

previo de 24 h (Abdelrahaman et al., 2007; Vadivel et al., 2001). Alonso et al., (2000) 

Khattab & Arntfield, (2009) y Mubarak (2005) informaron un comportamiento 

similar en guisantes, habas, frijoles y frijol mungo con remojo previo (12–25 h). Se 

informa que la malta del mijo reduce el ácido fítico de 1,277.5 mg/100g de materia 

seca a 972.1 mg/100g de materia seca y 671.44 mg/100g de materia seca después de 

72 h y 96 h respectivamente (Makokha et al., 2002; Coulibaly et al., 2011) Aunque el 

remojo puede reducir las concentraciones de ácido fítico, el tiempo ejerce un efecto 

similar. Shi et al., (2018) observaron el mismo comportamiento en guisantes, lentejas, 

habas, garbanzos, frijoles y soya a las 4 h de germinación; aun así, no hubo cambios 

significativos en las legumbres. Jan et al., (2017) asociaron la temperatura al tiempo 

como desencadenante de la reducción de fitato en la germinación. Informaron que 
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 Chenopodium (Chenopodium album) muestra concentraciones reducidas de 

fitato de 3.41 a 0.11 mg/100 g a 23°C por 44 h y 25°C por 48 h, respectivamente, a 

medida que aumenta la temperatura y el tiempo de germinación. Del mismo modo, 

los estudios sobre el mijo cola de zorra informan una disminución de 0.341 a 0.102 

mol/kg después de remojar durante 15.8 h y germinar a 25ºC durante 40 h (Sharma 

et al., 2015). 

 

2.7.2 Inhibidores de proteasas 

 Los inhibidores de proteasas son proteínas, que tienen la capacidad de inhibir 

la actividad proteolítica de enzimas digestivas como las serina proteasas (tripsina y 

quimotripsina) propias del tracto gastrointestinal de los animales, aunque también 

pueden inhibir proteasas endógenas y enzimas de bacterias, hongos e insectos 

(Domoney, 1999). 

 Se ha comprobado que los inhibidores de tripsina se incrementan en los 

cotiledones y en el eje embrionario durante el desarrollo de la semilla, alcanzando 

los niveles máximos durante el periodo de desecación. Por lo tanto, una de sus 

funciones en la semilla, podría estar relacionada con la adquisición de tolerancia a 

la desecación, proporcionando estabilidad a las proteínas (Kute et al., 1984; Giri et 

al., 1998; Welham et al., 1998; Lam et al., 1999). Aunque también, gracias al elevado 

contenido en cisteína que los inhibidores de tripsina presentan en su estructura, la 

semilla podría utilizarlos como fuente de aminoácidos azufrados (Pusztai, 1972).  

 Uno de los principales papeles de los inhibidores de proteasas, es el de 

defensa frente a la invasión de microorganismos e insectos, y para ello, las 

leguminosas elaboran inhibidores de proteasas tanto microbianas, como digestivas 

de insectos (Ryan, 1983; Janzen et al., 1986; Giri et al., 1998; Pusztai et al., 2004). 
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 Estos inhibidores podrían también regular la proteólisis de la proteína 

almacenada en los cuerpos proteicos antes y durante la germinación de la semilla, 

inhibiendo proteasas endógenas, ya que en algunas ocasiones la actividad de los 

inhibidores de proteasas no se modifica o incluso se incrementa a lo largo del 

periodo germinativo (Bhatty, 1977; Rani & Hira, 1993; Alonso et al., 2000).  

 También se ha observado, la actividad de los inhibidores de proteasas se 

reduce durante la germinación, mientras que las proteasas endógenas van 

incrementando su actividad. Por ello, se ha pensado que las propias proteasas de la 

semilla, podrían degradar los inhibidores de proteasas (Liener & Kakade, 1980; 

Norton, 1991; Savelkoul et al., 1992; Lam et al., 1999). Según los estudios llevados a 

cabo por Birk (1968), estos inhibidores no pueden intervenir en la regulación de la 

hidrólisis proteica, ya que al ser extraídos de la planta son incapaces de inhibir sus 

propias proteasas. Además, si es cierto que se encuentran localizados en el 

citoplasma (Wolf, 1972), su actividad inhibitoria no puede estar asociada a los 

cuerpos proteicos, pero podrían evitar la hidrólisis de proteínas citoplasmáticas en 

situaciones de ruptura accidental de los cuerpos proteicos que contienen proteasas 

(Baumgartner & Chrispeels, 1976). 

 

2.7.2.1 Clasificación  

 Los estudios de caracterización realizados en semillas de soya son los más 

amplios y han permitido clasificar a los inhibidores de serina proteasas en: inhibidor 

de Kunitz e inhibidor de Bowman-Birk, denominados así tras su aislamiento por 

Kunitz (1945) y Bowman (1946), respectivamente. En el último caso, la 

caracterización fue llevada a cabo por Birk et al. (1968), por lo que se añadió este 

nombre. Los inhibidores de serina proteasas han sido aislados también en otras 
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semillas de leguminosas, aunque no todas contienen los dos tipos de inhibidores 

(Domoney, 1999). 

 

a) Inhibidores de proteasas tipo Kunitz  

 El inhibidor de tripsina de Kunitz de soja es termolábil, con un peso molecular 

de 21 KDa y dos puentes disulfuro. Está formado por 181 aminoácidos, con un único 

sitio activo localizado en Arg63-Ile64. Su especificidad está directamente 

relacionada con la tripsina, de manera que inhibe fuertemente tripsina y débilmente 

quimotripsina. Una molécula de inhibidor, inactiva una molécula de tripsina y el 

complejo que forma es análogo al complejo enzima-sustrato. En otras leguminosas 

como Albizzia julibrissin, Acacia elata o Psophocarpus tetragonolobus, se han aislado y 

caracterizado inhibidores de proteasas tipo Kunitz, homólogos al de la soja, con 

pesos moleculares de 20-25 KDa, con algunos puentes disulfuro y con una 

especificidad más relacionada con la quimotripsina, que, con la tripsina, formando 

así complejos quimotripsina–inhibidor en proporción 2:1 (Norioka et al., 1988; 

Liener, 1989; Norton, 1991; Domoney, 1999; Datta et al., 2001). 

 

b) Inhibidores de proteasas tipo Bowman-Birk  

El inhibidor de Bowman-Birk de soja, está constituido por una cadena polipeptídica 

de 71 aminoácidos, con cisteína en elevada proporción formando siete puentes 

disulfuro. Tiene un peso molecular de 8 KDa y se le denomina inhibidor de doble 

cabeza porque posee lugares de unión independientes para tripsina y 

quimotripsina, de manera que el sitio activo para tripsina es Lys16-Ser17, mientras 

que para quimotripsina es Leu44-Ser45. Es estable frente al calor, ácidos y bases, y 
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esta propiedad es atribuible al efecto estabilizador de los puentes disulfuro de la 

estructura de esta proteína (Liener & Kakade, 1980; Norton, 1991; Domoney, 1999). 

 Los inhibidores tipo Bowman-Birk identificados en semillas de distintas 

especies de leguminosas como judía, garbanzo, haba, guisante, lenteja o cacahuete, 

tienen un peso molecular de entre 8-9 KDa y son homólogos del inhibidor de 

Bowman-Birk de soja. Son inhibidores no-competitivos que inhiben 

simultáneamente y de forma independiente dos enzimas, identificando así: 

inhibidores tripsina/tripsina, tripsina/quimotripsina o tripsina/elastasa (Griffiths, 

1984; Sastry & Murray, 1987; Norioka et al., 1988; Weder & Kahleyß, 1998; Domoney, 

1999). Concretamente los inhibidores de serina proteasas presentes en V. faba son 

de tipo Bowman-Birk, e inhiben simultáneamente tripsina y quimotripsina (Warsy 

et al., 1974; Gupta et al., 2000). 

 

2.7.2.2 Efecto fisiológico 

 Los inhibidores de proteasas presentes en las semillas de leguminosas son 

denominados compuestos antinutritivos como resultado de su actuación sobre 

enzimas digestivos animales (tripsina y quimotripsina), pero también podrían 

considerarse compuestos nutritivos al ser proteínas con un alto contenido en 

aminoácidos azufrados (Domoney, 1999). 
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2.7.2.3 Efectos nocivos 

 Los inhibidores de proteasas ingeridos con las leguminosas provocan efectos 

nocivos en animales. En primer lugar, forman complejos inactivos con tripsina y/o 

quimotripsina, por lo que los niveles de estos enzimas digestivos libres se reducen, 

dificultándose así la proteólisis y absorción de la proteína adquirida con la dieta 

(Friedman & Brandon, 2001). Además, estos complejos enzima-inhibidor ricos en 

aminoácidos azufrados son excretados. Por último, los inhibidores provocan una 

hipertrofia/hiperplasia del páncreas debido a la crónica hipersecreción de enzimas 

pancreáticos (tripsina y quimotripsina), consiguiendo que los aminoácidos 

azufrados que se encontraban sintetizando proteínas del tejido corporal, se desvíen 

hacia la síntesis de estos enzimas. Todo esto, lleva a una reducción en el contenido 

de aminoácidos esenciales, que provoca una inhibición del crecimiento del animal, 

agravándose así una situación ya crítica con respecto a la proteína de leguminosas 

que en sí misma es deficiente en aminoácidos azufrados (Grant, 1989; Liener, 1989; 

Hedemann et al., 1999; Carbonaro et al., 2000; Friedman & Brandon, 2001). 

 El mecanismo a través del cual los inhibidores de proteasas estimulan la 

secreción pancreática no está del todo claro. Existe una teoría según la cual esta 

secreción estaría regulada mediante un mecanismo de retroalimentación negativo, 

de manera que, cuando el contenido de tripsina/quimotripsina se reduce en el 

duodeno por debajo de un determinado nivel, las células endocrinas de la mucosa 

duodenal liberan la hormona colecistoquinina, induciendo al páncreas a sintetizar 

más serina proteasas. La reducción de los niveles de tripsina y quimotripsina se 

produce cuando los inhibidores de proteasas ingeridos con la dieta, llegan al 

duodeno y se unen a estas enzimas digestivas formando complejos. Aunque éste, no 

parece ser el único mecanismo por el cual la secreción pancreática se activa. Estudios 

recientes han demostrado, que tanto los inhibidores de proteasas libres, como los 
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complejos enzima-inhibidor, se unen a la mucosa duodenal y estimulan la liberación 

de colecistoquinina, incrementándose así la secreción pancreática de serina 

proteasas (Liener, 1989; Pusztai et al., 1997).  

 La acción que ejercen los inhibidores de tripsina sobre el hombre no está del 

todo clara, ya que la tripsina humana tiene dos formas: una catiónica que constituye 

el principal componente del jugo pancreático y que es débilmente inhibida, y una 

aniónica que comprende alrededor del 10-20% de la tripsina total, que es inhibida 

completamente (Liener & Kakade, 1980; Liener, 1989).  

 Los inhibidores de tripsina pueden llegar a producir cáncer a nivel de 

páncreas o incluso potenciar el efecto cancerígeno de otros compuestos 

(McGuinness et al., 1980). Además, son capaces de desencadenar procesos alérgicos 

en individuos predispuestos, y un buen ejemplo de ello es el inhibidor de Kunitz, 

que puede provocar anafilaxia en personas sensibles a la soja (Rodríguez, 2004). 

 

2.7.2.4 Efectos benéficos 

 Debido a que los inhibidores tipo Bowman-Birk son proteínas con una 

cantidad elevada de cisteína, hacen una contribución importante en el contenido de 

aminoácidos azufrados, incrementando así el valor nutritivo de la leguminosa 

(Sastry & Murray, 1987; Hedemann et al., 1999).  

 Los inhibidores de Bowman-Birk de soya, al igual que sus homólogos 

presentes en otras leguminosas, intervienen en la prevención y tratamiento de 

cáncer (colon, mama, hígado, pulmón, próstata, etc.) mediante la inhibición de 

quimotripsina. Un mecanismo a través del cual estos compuestos pueden evitar la 

carcinogénesis es con la reducción de la digestibilidad de la proteína y menor 

disponibilidad de aminoácidos como leucina, fenilalanina o tirosina, necesarios para 
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el desarrollo de células cancerígenas (Troll et al., 1987; Tamir et al., 1996; Kennedy, 

1998; Clemente et al., 2004). Según los estudios realizados por Fernandes y Banerji 

(1995), los inhibidores de Bowman-Birk de V. faba previenen la formación de 

tumores estomacales. 

 

2.7.2.5 Cambios en la concentración por efecto de la germinación 

 Kamalakannan et al., (1981) analizaron los cotiledones Vigna mungo, donde la 

actividad antitripsina se redujo cada vez más durante los seis días de germinación. 

Según los investigadores, este comportamiento podría ser la consecuencia de la 

hidrólisis de las proteínas acumuladas en los cotiledones que son necesarias para el 

desarrollo del eje embrionario. Los estudios en habas demuestran que la 

concentración de estos compuestos se redujo a los 2 y 6 días de germinación en un 

21 y 69%, respectivamente (Saharan et al., 2002). 

 Alonso et al. (2000) también detectaron un aumento en la digestibilidad de las 

proteínas. Estudios similares han demostrado que los inhibidores de la tripsina del 

frijol se reducen en un 27 y 84% después de 2-3 días de germinación, 

respectivamente (Hbday et al., 1973; Alonso et al., 1998). Por otro lado, después de 

períodos de 1 a 10 días, la pérdida de antitripsina en el frijol rojo es del 17 al 63% 

(Trugo et al., 1990). 

 En lentejas, se han informado reducciones entre 21 y 54% después de 4 y 6 

días de germinación, respectivamente (El-Mahdy et al., 1985). De acuerdo con Vidal-

Valverde et al., (1994) y Frías et al., (1995), esto es probable porque los inhibidores se 

utilizan como fuente de energía para el desarrollo de las plántulas. En contraste, los 

porcentajes de reducción en el garbanzo germinado durante 3 a 6 días son 24–83% 

(Savage & Thompson, 1993) y en soja, 17–23% (Ndzondzi-Bokouango et al., 1989). 
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Autores como Wilson, (1980) coinciden en que la reducción de las legumbres podría 

atribuirse a la movilización enzimática y la degradación de proteínas, incluidos los 

inhibidores de la tripsina, durante la germinación de las semillas. Sin embargo, 

según los estudios de Ryan, (1983), esta reducción no parece estar vinculada a 

ningún proceso bioquímico en la germinación de la semilla. 

 Mendoza-Sánchez et al., (2016) informaron una disminución del 41% en los 

inhibidores de tripsina en el frijol Dalia (Phaseolus vulgaris L.) germinado a 25°C en 

la oscuridad durante 3 días. La adición de inductores (quitosano, ácido salicílico y 

peróxido de hidrógeno) mejoró la reducción en un 57%. Al agregar inductores, las 

plantas alcanzan un estado de estrés, reduciendo las concentraciones de 

componentes de reserva en los que se incluyen los inhibidores de tripsina (Swieca et 

al., 2013; Zeid, 2004). 

 

2.8 Influencia de la germinación en las propiedades tecnofuncionales de 

harinas de leguminosas 

 Las propiedades tecno-funcionales son propiedades físico-químicas que 

proporcionan información sobre cómo un ingrediente en particular podría 

comportarse en una matriz alimentaria. Dichas propiedades se establecen por la 

composición y estructura molecular de los componentes individuales, como 

carbohidratos y proteínas, y de las interacciones que se establecen entre ellos 

(Kinsella, 1976). Entre las propiedades tecno-funcionales destacan aquéllas que 

están relacionadas con el agua, ya que desarrollan un papel importante en los 

principales cambios que tienen lugar durante el procesado de alimentos. Por lo 

tanto, se puede decir que las propiedades tecnofuncionales, entre las que destacan 

la capacidad de absorción de agua y la capacidad de retención de agua, capacidades 
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emulsificantes y espumantes, influyen directamente en las características que 

conforman la matriz del alimento (McWatters, 1983). 

 Cuando se activan enzimas hidrolíticas por efecto de la germinación, 

comienza la desintegración de macromoléculas, principalmente proteínas y 

carbohidratos, modificando las propiedades tecnofuncionales de las harinas de 

manera directa (Kaur et al., 2015). Identificar y conocer las propiedades tecno-

funcionales específicas de las harinas de leguminosas es esencial para determinar 

sus posibles usos como ingredientes alimentarios. Además, encontrar harinas con 

propiedades tecno funcionales ideales, a partir de leguminosas no convencionales 

es de interés para la industria alimentaria para desarrollar alimentos que no 

contengan proteínas alergénicas o bien sustituir las existentes (Megat et al., 2011). 

 Se ha reportado que durante la germinación de leguminosas ocurren cambios 

importantes que afectan las propiedades tecnofuncionales, por ejemplo, la 

capacidad de absorción de agua se incrementa de manera positiva, y esto se debe a 

la desnaturalización de nutrientes como carbohidratos y proteínas, incrementando 

el número de moléculas que pueden interactuar con el agua disponible (Kaushal et 

al., 2012; Lawal, 2014). Mayor capacidad de absorción de agua se ha reportado en 

harinas de leguminosas con mayor contenido proteico y esto se debe a la propia 

capacidad de las proteínas de interactuar con el agua. 

 Por otro lado, la capacidad de absorción de aceite es también la función 

propia de las proteínas de interaccionar con otros lípidos, sin embargo, dependerá 

del tipo de aminoácido presente en las moléculas de proteína y a los cambios 

generados por efecto de la germinación (Olalekan & Bosede, 2010). Los aminoácidos 

hidrofóbicos tienden a absorber más aceite y, por lo tanto, conducen a una alta 

capacidad de absorción de aceite. El incremento o decremento general en el 

contenido proteico de las harinas durante la germinación puede causar la exposición 
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de aminoácidos hidrofóbicos e hidrofílicos, que a su vez aumentan la capacidad de 

absorción de aceite y agua después de la germinación (Rangel et al., 2003; Robertson 

et al., 2000). 

 La germinación puede mejorar las propiedades funcionales de las proteínas, 

reduciendo la tensión superficial entre la interfase agua y aire, mejorando así la 

capacidad de formación de espuma de las harinas resultantes. La capacidad 

emulsificante y la estabilidad de la emulsión formada, dependerá de la naturaleza 

anfifílica de la proteína en la harina obtenida, así como de los cambios en la 

concentración de lípidos y proteínas durante la germinación ya que se trata de una 

interacción única entre lípido-proteína (Seena & Sridhar, 2005). 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo general 

 Evaluar el efecto del tiempo de germinación sobre el contenido proteico, 

propiedades tecnofuncionales y digestibilidad de harinas de Lupinus angustifolius 

para potenciar su valor nutricional. 

 

3.2 Objetivo específicos 

 Obtener harinas de Lupinus angustifolius germinado por diferentes días 

para evaluar sus propiedades tecnofuncionales y proponer su 

aplicación como ingrediente en el desarrollo de alimentos funcionales. 

 Determinar el contenido proteico de las harinas por el método Kjeldahl 

para evaluar la eficiencia de los tiempos de germinación.  

 Evaluar el perfil electroforético de las harinas de Lupinus angustifolius 

germinado y sin germinar, para determinar las fracciones proteicas 

existentes. 

 Determinar el porcentaje de digestibilidad proteica para analizar el 

efecto de la germinación a través de pruebas in vitro. 

 Analizar el contenido de ácido fítico e inhibidores de tripsina para 

correlacionar su concentración con la digestibilidad de la proteína.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1 Germinación y secado del grano 

 Las semillas de Lupinus angustifolius se obtuvieron del Centro Universitario 

de Ciencias Biológicas y Agrícolas de la Universidad de Guadalajara, México. Las 

semillas se lavaron con agua destilada y se desinfectaron con una solución de 

hipoclorito de sodio al 0.07%, después de un proceso de remojo durante 24 h. 

Posteriormente se incubaron en una cámara de germinación a 26 °C durante siete 

días (González-Montoya et al., 2018, Guzmán- Ortiz et al., 2017). Cada 24 h, se 

retiraron 300 g de granos germinados de la cámara para deshidratarse en un horno 

convencional a 40 °C hasta obtener una humedad promedio de 7.5%.  

 

4.2 Obtención de las diferentes harinas de Lupinus angustifolius germinado 

 Los granos fueron molidos y tamizados a través de una malla de 60 mm para 

obtener harina de Lupinus angustifolius germinado a diferentes tiempos. Estas 

harinas se desengrasaron según lo establecido por la AACC (2000) y se almacenaron 

herméticamente para su posterior análisis. La harina de Lupinus angustifolius no 

germinada se usó como harina nativa o control. 

 

4.2.1 Determinación de nitrógeno total 

 La determinación de nitrógeno total se realizó de acuerdo a lo establecido 

por la AOAC, (2006) método 960.52.  
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4.2.2 Desgrasado de las harinas obtenidas 

 La determinación de grasa se realizó por el método de la AOAC (2006), 

basado en un método gravimétrico.  

 

4.3 Perfil electroforético de las harinas obtenidas 
 

 El perfil electroforético se realizó siguiendo la metodología de Laemmli, 

(1970). Se utilizaron geles de poliacrilamida, el gel concentrador al 5%, y gel 

separador al 13%. Se tomó una muestra de las harinas de Lupinus angustifolius 

germinado y sin germinar, se mezclaron con buffer de muestra Trizma base (pH6.8) 

con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0.12M, glicerol 2M, azul de bromofenol y β-

mercaptoetanol 10% (V/V), a una proporción muestra/solución tampón de 1mg/mL, 

y se sometió a ebullición durante 5 minutos. Posteriormente se cargaron cada una 

de las muestras en los carriles del gel concentrador (15 μl). Se sometieron los geles 

concentrador y separador a una corriente constante y sucesiva de 100V, durante 1 h 

40 min. La tinción del gel se realizó con azul brillante Coomassie R250 0.05% (P/V) 

en metanol al 50% (V/V) y ácido acético al 10% (V/V) con agitación constante durante 

15 minutos. Se destiñó el gel mediante lavado con agitación durante 12 h 

aproximadamente, en una solución de ácido acético /metanol/agua en proporción 

1:4:5 (V/V). 
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4.4 Evaluación de las propiedades tecnofuncionales de las harinas obtenidas 
 

4.4.1 Capacidad de absorción de agua  

 La capacidad de absorción de agua (CAA) de las diferentes muestras fueron 

analizadas de acuerdo a Elkhalifa y Bernhardt, (2010). Se pesaron 3 g de muestra en 

un tubo de centrífuga y se suspendió en 30mL de agua destilada para la CAA a 

temperatura ambiente. Para las determinaciones, las muestras se agitaron 

suavemente durante un minuto y después cada 10 minutos durante 30 minutos 

antes de centrifugarlas a 3000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se decantó y los 

tubos se dejaron drenar durante 5 minutos. La ganancia de peso se utilizó para 

calcular el % de capacidad de absorción de agua. 

 

4.4.2 Capacidad de absorción de aceite 

 La capacidad de absorción de aceite (CAAc) de las diferentes muestras fueron 

analizadas de acuerdo a Elkhalifa y Bernhardt, (2010). Se pesaron 3 g de muestra en 

un tubo de centrífuga y se suspendió en 30mL de aceite de girasol refinado para a 

temperatura ambiente. Para las determinaciones, las muestras se agitaron 

suavemente durante un minuto y después cada 10 minutos durante 30 minutos 

antes de centrifugarlas a 3000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se decantó y los 

tubos se dejaron drenar durante 5 minutos. La ganancia de peso se utilizó para 

calcular el % de capacidad de absorción de aceite. 
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4.4.3 Capacidad de formación de espuma 

 Para la evaluación de formación y estabilidad de la espuma, se siguió el 

método de Elkhalifa y Bernhardt (2010). Se preparó una suspensión con 100 mL de 

agua destilada y 2 g de muestra en un vaso de precipitado de 250 mL. La suspensión 

se licuó durante 5 minutos. Posteriormente, se transfirió a un cilindro graduado de 

250 mL y se midió el volumen. La capacidad de formación de espuma se expresó 

como porcentaje de aumento de volúmenes basándose en los volúmenes iníciales y 

después de la formación de la espuma mediante la siguiente ecuación: 

%𝐶𝐹𝐸 =
𝑉2 − 𝑉1

𝑉1
∗ 100 

Dónde: 

V1= volumen inicial (antes de la agitación) 

V2= volumen después de la agitación 

 

 

4.4.4 Estabilidad de la espuma 

 La estabilidad de la espuma (%EES) se midió en intervalos de tiempo de 15, 

30, 60 y 120 minutos empleando la siguiente ecuación: 

 

%𝐸𝐸𝑆 =
𝑉3 ∗ 100

𝑉2 − 𝑉1
 

Dónde: 

V1 = volumen inicial (antes de la agitación) 

V2 = volumen después de la agitación 

V3 = volumen de la suspensión medido a 15, 30, 60 y 120 minutos. 
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4.4.5 Densidad aparente 

 La densidad aparente (DA) se realizó de acuerdo a la metodología descrita 

por Elkhalifa y Bernhardt, (2010).  Se colocaron 10g por separado de las diferentes 

harinas (germinadas y sin germinar), en un cilindro de medición graduado de 25 

mL. Las harinas se empaquetaron golpeando suavemente diez veces, se midió el 

volumen final de la harina prensada y los resultados se expresaron en g/mL. 

 

4.4.6 Capacidad emulsionante y estabilidad de la emulsión 

 Las propiedades emulsionantes se midieron siguiendo la metodología de 

Elkhalifa y Bernhardt (2010). Se mezclaron 2 g de muestra de harina con 20 mL de 

agua destilada fría (4 ° C) y 20 mL de aceite de girasol refinado. Las muestras se 

agitaron suavemente durante 20 minutos y luego se centrifugaron a 4000 rpm por 

10 minutos. Después de la centrifugación, se observó la altura de la capa de emulsión 

formada y se calculó la actividad de la emulsión (AE) usando la siguiente fórmula: 

 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖𝑜𝑛𝑎𝑛𝑡𝑒 =
𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑎𝑝𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑎

𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑎𝑝𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
𝑥 100 

 

 Para la estabilidad de la emulsión, se calentó la emulsión formada en un baño 

de agua (80°C) durante 30 minutos, seguido de 20 minutos de enfriamiento a 

temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron nuevamente 4000 rpm por 10 

minutos y se midió la altura de la capa emulsionada para calcular la estabilidad de 

la emulsión formada usando la siguiente fórmula: 
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𝐸𝑠𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖ó𝑛 =

𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑎𝑝𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑎
 𝑑𝑒𝑠𝑝𝑢é𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡𝑎𝑟

𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑎𝑝𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
𝑥 100 

 

 

4.4.7 Capacidad de hinchamiento 

 Se pesa 0,1 g de harina de leguminosa en un cilindro graduado de 10 

mililitros. Se rellena el cilindro con agua destilada hasta 10 ml. Se apunta el volumen 

inicial ocupado por la muestra y se agita suavemente y se deja reposar durante 16 

horas para que se hidrate. Transcurrido ese tiempo se mide el volumen final que 

ocupa la muestra (Robertson et al., 2000). La capacidad de hinchamiento (CH) se 

expresa como: 

𝐶𝐻 (
𝑚𝐿

𝑔
) =

𝑉𝑓 − 𝑉𝑖

𝑃𝑚
 

Dónde:  

Vf = volumen final ocupado por la muestra (mL)  

Vi = Volumen inicial de la muestra (mL)  

Pm = peso de la muestra (g) 

 

4.5 Digestibilidad proteica  

 La digestibilidad proteica se determinó de acuerdo con lo reportado por 

Tinus et al., (2012). Se pesó la harina de Lupinus equivalente a 62.5 mg de proteína y 

se hidrató en 10 mL de agua milli-Q a 37 ° C durante 1 hora, después se ajustó el pH 

aproximadamente 8.0 con NaOH 0.1M / HCl 0.1N. Se prepararon 10 mL de una 

solución multienzimática que consiste en aproximadamente 16 mg de tripsina 
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(T0303 Trypsin del páncreas porcino Tipo IX-S, polvo liofilizado, 13,000–20,000 

unidades BAEE / mg de proteína), 31 mg de quimotripsina (C4129 a-Quimotripsina 

del páncreas bovino C4129 Tipo II, polvo liofilizado, unidades P40 / mg de proteína) 

y 13 mg de proteasa (P5147 Proteasa de Streptomyces griseus Tipo XIV, P3.5 

unidades / mg de sólido. La solución multienzimática se preparó fresca el día del 

análisis (Mensa-Wilmot et al., 2001) y se ajustó a pH aproximado de 8.0. Se adicionó 

1mL de la solución multienzimática a los 10 mL de la muestra y se mantuvo en 

agitación a 37°C. El pH se registró automáticamente cada 5 segundos durante 15 

minutos. El cambio en el pH a los 10 min de digestión (ΔpH 10 min) fue utilizado en 

la siguiente ecuación para calcular la digestibilidad de la proteína. IVPD = 65:66 + 

18: 10ΔpH 10 in vitro (IVPD) de las muestras. 

 

4.6 Cuantificación de fitatos  

 Siguiendo el método de Vaintraub y Lapteva (1988) y Latta y Eskin (1980) se 

determinó la concentración de fitato. Primero, se pesaron 0.5 g de harina. Luego se 

añadieron 10 ml de HCl al 3.5% y se agitó continuamente durante 1 hora, seguido 

de centrifugación a 10 000 rpm durante 10 minutos. La reacción se llevó a cabo con 

200 μl de extracto, 2800 μl de agua destilada y 1 ml de reactivo de Wade (30 mg de 

FeCl3 ∙ 6H2O + 300 mg de ácido sulfosalicílico y 100 ml de agua destilada). La 

absorbancia se midió a una longitud de onda de 500 nm. La concentración se informó 

con base en la curva de calibración de fitato de sodio de 0 a 160 μg / ml, y los 

resultados se expresaron en mg de equivalente de fitato de sodio por 100 g de 

muestra en base seca (db). 
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4.7 Cuantificación de inhibidores de tripsina  

 La actividad de los inhibidores de tripsina se determinó, siguiendo el método 

enzimático de Welham y Domoney (2000), basado a su vez en el de Kakade et al., 

(1970). Se utilizó α-N-benzoyl-DL-arginine-ρ-nitroanilidehydrochloride (BAPNA) 

como sustrato de tripsina. Se realizó la valoración del control de tripsina. Este valor 

debe estar en 0.4 unidades de absorbancia aproximadamente. El procedimiento para 

el testigo fue similar al control, sin embargo, después de la adición de 200 μL de 

solución de tripsina se dejó reposar 1 minuto para posteriormente añadir 100 μL de 

ácido acético al 30 %. Para la extracción de la muestra se pesaron 0.025 g, se añadió 

1 mL de HCl 0.05 M, se agitaron durante 1 h a 4 °C, pasado este tiempo se centrifugó 

a 10000 rpm por 10 minutos, se recogió el sobrenadante y se mantuvo en un baño de 

hielo hasta el momento de su valoración. La reacción se realizó adicionando 5 μL 

del extracto y 195 μL de solución reguladora Tris – HCl 0.05 M pH 7.5 a 37 °C, 

posteriormente se agregaron 200 μL de solución de tripsina, después de 2 minutos 

se añadieron 500 μL de solución BTC previamente calentada a 37 °C, se dejó en 

reposo por 10 minutos y posteriormente se adicionaron 100 μL de ácido acético al 30 

%, se centrifugó a 10000 rpm durante 10 min. Se midió la absorbancia a una longitud 

de onda de 410 nm. Para el blanco del ensayo se procedió de igual forma que en la 

muestra, pero los 200 μL de solución de tripsina fueron sustituidos por 200 μL de 

HCl 1 mM. La concentración de inhibidores de tripsina fue reportada como 

unidades inhibidoras de tripsina (UTI)/ g de muestra en base seca. 
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4.8 Análisis Estadístico  

 Los resultados fueron expresados como el promedio de tres determinaciones 

± la desviación estándar. Los datos fueron analizados mediante un análisis de 

varianza (ANOVA). Se realizó una comparación de medias utilizando la prueba de 

Tukey con un nivel de confianza del 95% utilizando el software SPSS v.16.0 (SPSS, 

EE. UU.). 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

5.1 Determinación de nitrógeno total de las diferentes harinas 

 En la Tabla 2 se muestra el contenido de proteína de Lupinus angustifolius 

germinado de 2 a 7 días, además, de la muestra sin germinar. Se observó que la 

concentración de proteína se incrementa de manera significativa (p<0.05) a través 

del tiempo de germinación.  

 La muestra sin germinar presentó un contenido de 24.06% y se incrementó 

hasta 33.61% al día 6 de germinación. Dagnia et al., (1992) reportaron un 

comportamiento similar en Lupinus angustifolius, sin embargo, el incremento fue 

observado hasta los 7 días de geminación a 29°C. Fouad y Rehab (2015), informaron 

un aumento en el contenido de proteína en lenteja de 25.63 a 28.86% después 6 días 

de germinación, Masood et al., (2014) reportaron en garbanzo un aumento proteico 

de 17.80 a 23.37% después de 5 días de germinación. Ghumman et al., (2016) 

reportaron un incremento a los 4 días de germinación en lentil (Lens culinari) de 24.69 

a 27.14% y en horsegram (Macrotyloma uniflorum L.) de 23.64 a 25.21%. Por otro lado, 

Atlaw et al., (2018) y Echendu et al., (2009) han reportado el incremento de proteína 

desde el día 3 de germinación en Fenugree, cowpea y groundbean. 

 El tiempo en el que la proteína presenta la mayor concentración es 

dependiente del tipo de leguminosa y condiciones de germinación, sin embargo, la 

tendencia a incrementar prevalece. El incremento de la proteína puede ser debido a 

que se activan enzimas como las proteinasas que ocasionan la liberación de 

aminoácidos y péptidos, los cuales pueden utilizarse para formar nuevas proteínas 

(Atlaw and Kumar et al., 2018). Debido a que durante la germinación se genera una 

síntesis de proteína a partir de la duplicación de ARN mensajero proveniente de la 

división celular, esta síntesis proteica es requerida por la planta para formar parte 
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de su estructura.  Sin embargo, el comportamiento de la proteína durante la 

germinación también puede variar dependiendo las condiciones de tiempo y 

temperatura del proceso (Singh et al., 2017).   
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Tabla 2. Contenido protéico de Lupinus angustifolius germinado y sin germinar 

Día de 

Germinación 

 

% de 

Proteína* 

0 24.06±0.61d  

2 30.06±0.81bc 

3 31.33±0.65bca 

4 29.77±0.45b 

5 32.61±1.18ca 

6 33.61±0.09a 

7 31.68±0.26bca 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a-d indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05) 

*Base seca 
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5.2 Perfil electroforético 

 Las principales proteínas de almacenamiento en semillas de Lupinus son 

denominadas conglutinas, las cuales pertenecen a las globulinas y se dividen en α, 

β, γ y δ-conglutina dependiendo su peso molecular (Duranti et al., 2018). Estas 

fracciones proteicas fueron evidenciadas en el perfil electroforético de las muestras 

germinadas a diferentes días y la muestra sin germinar (Figura 1). En la primera 

línea de la Figura 1, se observa el marcador de peso molecular (6-200 KDa). 

Posteriormente se reflejan las muestras de los diferentes días de germinación (2-7 

días). La línea 0 representa la muestra sin germinar donde se detectaron todas las 

fracciones de la conglutina (β, γ y δ). A partir del día 2 de germinación (línea 2), se 

observó que la intensidad de las bandas entre 45 y 21 KDa aumentaron, lo que se 

relaciona directamente con el contenido de proteína (Tabla 1).  

 En el día 3 se observó una ligera degradación alrededor de los 60KDa 

correspondiente a la fracción γ de la conglutina, además se observaron bandas más 

pequeñas alrededor de este peso molecular, esto puede ser debido a la hidrólisis de 

la proteína generada por la actividad enzimática. Durante este proceso se ha 

reportado que la actividad proteolítica incrementa de 2 a 5 días después de las 

exposiciones al agua (Brijs et al., 2002; Wrobel et al., 1991; Martinez et al., 2009). En el 

día 5 de germinación se observó un comportamiento similar que en el día 2, sin 

embargo, la banda en 60KDa se observó ligeramente más intensa a diferencia de las 

demás muestras (línea 5). En la muestra del día 7 de germinación, los cambios en las 

fracciones proteicas fueron más visibles (línea 7). Se observó que, debido al proceso 

de germinación, se generan cambios importantes en las fracciones de proteínas, 

reduciendo notablemente la intensidad de las bandas de 40, 50, 97 y 116 KDa 

pertenecientes a las fracciones β y γ conglutina.  
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Ilustración 1. Perfil electroforético de las harinas analizadas, el primer carril de izquierda a derecha 

indica el marcador de peso molecular, línea 0 muestra sin germinar, línea 2-7:  muestras 

germinadas de 2 a 7 días. 
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 Rumiyati et al., (2012) reportan cambios similares en la germinación a 25°C, 

reportaron una disminución en la intensidad de las bandas de 40, 50, 60 y 90 KDa a 

partir del día 5 de germinación en semillas de Lupinus angustifolius. De igual manera, 

reportan no tener cambios en la banda de 46 KDa aun prolongando el tiempo de 

germinación hasta 9 días. 

 Gulewicz et al., (2008) también reportaron en Lupinus germinado por 5 días a 

20°C, que la fracción proteica de 20KDa incrementó su intensidad. Los cambios 

generados en el perfil proteico durante la germinación se deben a la activación de 

enzimas, que generan una hidrólisis proteica, a partir de las proteínas de 

almacenamiento, las cuales son utilizadas como fuente de carbono y nitrógeno. 

Posteriormente las fracciones polipeptídicas pueden ser utilizadas para la síntesis 

de nuevas biomoléculas de acuerdo a los requerimientos para el desarrollo y 

crecimiento de la plántula (Duranti et al., 2008).  

 La modificación de la proteína durante la germinación puede ser responsable 

de diversos cambios en la funcionalidad y su interacción con otros componentes. 

Además, se observaron cambios similares en las fracciones proteicas de algunos días 

de germinación, por lo que solo se seleccionaron los días 3, 5 y 7 y la muestra control 

(sin germinar) para los análisis de las propiedades tecno funcionales.  
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5.3 Evaluación de las propiedades tecnofuncionales de las harinas 

5.3.1 Capacidad de absorción de agua (CAA) y aceite (CAAc) 

 La Tabla 3 muestra los resultados de CAA de las diferentes muestras. Se 

observó que con el tiempo de germinación se incrementa la CAA. La muestra sin 

germinar presento un valor de 1.55 g H2O/g, este valor se incrementó 

significativamente a partir del día 3 de germinación (p<0.05) llegando a valores de 

3.78 g H2O/g al día 7 de germinación.  Se han reportado tendencias similares en 

frijoles y lentejas en el día 7 de germinación (Sangronis et al., 2004). El aumento en 

CAA ha sido inferior a lo encontrado en este estudio. Ghavidel y Prakash (2006), 

también reportaron incremento de la CAA con la germinación en cowpea y lenteja.  

 El incremento de la CAA con la germinación puede ser por el aumento de 

proteínas de bajo peso molecular y la mayor disponibilidad de grupos polares a 

través de la germinación (Ghumman et al., 2016), estos datos coinciden con lo 

observado en el perfil electroforético (Figura 1) ya que a medida transcurre el tiempo 

de la germinación se observaron fracciones más pequeñas. Además, la 

descomposición de moléculas de polisacáridos que se generan durante la 

germinación incrementa la interacción con el agua y por lo tanto se incrementa su 

retención (Elkhalifa and Bernhardt, 2010). 

 Una baja capacidad de absorción de agua en la harina sin germinar y en los 

primeros días de germinación está relacionado con el contenido de proteína nativa, 

y su capacidad de interactuar con el agua; debido principalmente a la estructura, 

conformación, secuencia, número y tipo de aminoácidos (Butt y Batool, 2010).  Por 

otro lado, constituyentes como el almidón y la fibra dietética o fracciones de los 

mismos generados durante la germinación, pueden intervenir en una alta CAA. 

(Granito et al., 2004).  
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 Las diferentes capacidades de absorción de agua por efecto de la germinación 

permiten dar usos alternos a este tipo de harinas. Una alta CAA, está estrechamente 

relacionada con una textura suave en los productos de panadería (Aguilera-

Gutiérrez, 2009). El uso de este tipo de harina en la confitería es deseable ya que evita 

la solubilización de otras proteínas sin perder la capacidad de absorción de agua 

(Seena y Sridhar, 2005). En productos cárnicos podría mejorar las propiedades de 

textura del producto final, mejorando la viscosidad, elasticidad, adhesión y 

consistencia (Granito et al., 2007). 

 En la Tabla 3 se muestra la CAAc de las diferentes muestras. Se observó que 

la germinación incrementa la CAAc. La muestra sin germinar presentó un valor de 

0.84 g de aceite / g de muestra el cual se incrementó significativamente (p<0.05) a 

partir del día 3 de germinación. El incrementó se mantuvo constante hasta el día 7, 

donde se observó un valor de 1.64 g de aceite / g de muestra.  

 Sangronis et al., (2004) reportaron un aumento de 90% y 67% en el CAAc en 

frijoles y lentejas respectivamente, después de 7 días de germinación, sin embargo, 

los valores son más bajos comparados con los obtenidos en este estudio. Por otro 

lado, Singh et al., (2017) informaron un incremento de la CAAc de 82.26% a 88.12% 

en sorgo germinado durante 48 horas a 30 °C. El aumento de la CAAc en la 

germinación, puede ser debido a la retención de aceite por capilaridad y, por otro 

lado, a la propia hidrofobicidad de las proteínas, además hay mayor presencia de 

cadenas laterales no polares de aminoácidos que se unen al lado de cadenas de 

hidrocarburos de aceites (Chau y Cheung, 1998; Aguilera-Gutiérrez, 2009). El 

aparente aumento en la CAAc puede deberse también al aumento en la exposición 

de dichas cadenas generadas por la hidrólisis de proteínas durante el proceso de 

germinación. 
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Tabla 3. Capacidad de absorción de agua y aceite de Lupinus angustifolius germinado y 

sin germinar 

Día de Germinación CAA  

g H2O/g de 

muestra 

CAAc 

g of oil /g de 

muestra 

0 1.55±0.26c 0.84±0.05b 

3 3.24±0.09b 1.47±0.11a 

5 3.50±0.13ab  1.57±0.05a 

7 3.78±0.03a 1.64±0.03a 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a-c indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05)  

*Base seca 
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 Por otra parte, durante este proceso, la proteína nativa se desnaturaliza, lo 

que resulta en la exposición de una superficie lipofílica más grande que genera una 

mejora en la capacidad de absorción de aceite (Elkhalifa y Bernhardt, 2010). 

 Estas harinas se pueden usar en la preparación de alimentos donde mantener 

y proteger el contenido de lípidos es necesario como en las formulaciones infantiles 

(Singh y Sharma, 2017), además podría resultar más eficiente comparado con 

algunas leguminosas convencionales como el frijol y lenteja ya que se obtuvieron 

valores más altos de CAAc en Lupinus.  

 

5.3.2 Capacidad de formación de espuma (CFE) y estabilidad de la espuma 

 La muestra de Lupinus angustifolius no germinada tuvo una capacidad de 

formación de espuma de 51.66% (Tabla 4), significativamente diferente al día 5 y 7 

de germinación (p<0.05). El incremento al día 7 fue de 37.96% mayor comparado con 

la muestra sin germinar. Miquilena et al., (2016) reportaron una disminución de 45 y 

48% en frijoles negros y chinos sin germinar. 
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Tabla 4. Capacidad de formación de espuma (CFE) de Lupinus angustifolius germinado y 

sin germinar 

Día de Germinación %CFE 

0 51.66±2.88c 

3 55.66±0.57cb 

5 59.67±0.57b 

7 70.33±1.52a 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a-c indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05)  

*Base seca 
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 Singh et al., (2017) informan un comportamiento similar en sorgo germinado 

durante 48 h, encontraron que la capacidad de formación de espuma aumento 

20.13% con el proceso. Setia et al., (2019) también reportaron con la germinación 

incremento del 31.18 y 27.82% en la capacidad de formación de espuma en harina 

de guisantes amarillos y habas respectivamente. La germinación mejora 

significativamente la capacidad de formación de espuma, esto puede deberse a que 

durante la germinación la cantidad de proteínas solubilizadas se incrementa 

favoreciendo esta propiedad (Elkhalifa y Bernhardt, 2010). Las proteínas se 

solubilizan en la fase acuosa, se difunden y concentran en la fase aire-agua, tienen 

buena flexibilidad para extenderse parcialmente y formar capas cohesivas alrededor 

de las burbujas de gas; también poseen suficiente viscosidad y resistencia mecánica 

para evitar la ruptura y la coalescencia del sistema formado (Rangel et al., 2003). Por 

otro lado, se ha informado que la formación de espumas depende claramente de la 

configuración estable de las moléculas de proteína del sistema alimentario (Olalekan 

y Bosede, 2010). 

 La Figura 2, muestra la estabilidad de la espuma con respecto al tiempo de 

las diferentes muestras germinadas. La muestra sin germinar y la germinada por 3 

días mostraron un comportamiento similar, siendo constante la estabilidad a partir 

de los 60 minutos. Este comportamiento está relacionado con la capacidad de 

formación de la espuma debido a que estas dos muestras no mostraron diferencia 

significativa (p<0.05). La muestra germinada por 5 días presentó mayor estabilidad 

a medida que aumenta el tiempo.  
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Ilustración 2. Estabilidad de la espuma de Lupinus angustifolius germinado y sin 

germinar 
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 Hsu et al. (1982) observaron que la germinación de V. faba aumenta 

significativamente la capacidad espumante en 34%. Elkhalifa y Bernhardt, (2010) 

también informaron este comportamiento cuando germinaron sorgo durante 48 

horas y su estabilidad fue constante cuando el tiempo se prolongó, debido a la 

desnaturalización de proteínas y al aumento de la proteína soluble en medio acuoso 

que permite la formación de interacciones hidrofóbicas. Sangronis et al., (2004), 

informaron el mismo comportamiento estable en la formación de espuma desde el 

minuto 5 hasta los 60 min, cuando las lentejas fueron germinadas durante 7 días a 

30 ° C. 

 El aumento de la estabilidad puede deberse a la desnaturalización y a la 

reducción de la tensión superficial de las moléculas de proteína que dan una buena 

capacidad de espuma (Singh et al., 2013). 

 Los resultados indicarían que la germinación de las leguminosas produjo un 

cambio estructural en las proteínas, lo que incrementó su capacidad para formar 

espuma, propiedad que depende de la cantidad de proteínas presentes, de su 

estructura y de la habilidad relativa de esas proteínas para desnaturalizarse, 

precipitar y disminuir la tensión superficial en la interfase aire-liquido de la espuma 

(Sgarbieri, 1998).  

 

 

5.3.3 Densidad aparente (DA) 

 La Tabla 5 muestra los resultados de la densidad aparente para las diferentes 

muestras analizadas. La muestra sin germinar presento una densidad de 1.13 g/mL. 

La densidad disminuyó significativamente (p<0.05) a partir del día 3 de germinación 

y se mantuvo constante hasta el día 7. (Ghavidel & Prakash, 2006) reportaron un 

comportamiento similar cuando geminaron frijoles (Phaseolus aureus) y lentejas (Lens 
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culinaris) durante 24 h, encontrando solo un porcentaje de disminución del 6.22 y 

2.8% respectivamente. Elkhalifa and Bernhardt (2010), evaluaron el tiempo de 

germinación en sorgo, reportando una disminución del 21% al día 5 de germinación, 

Atlaw and Kumar et al., (2018) reportaron en Fenugreek una disminución del 10% al 

día 3 de germinación. Por otro lado, Singh et al., (2017) informaron una disminución 

de 8.3% en la densidad en sorgo germinado durante 2 días. Estos reportes parecen 

indicar que el porcentaje de disminución en la densidad está estrechamente 

relacionado con el tiempo de germinación, sin embargo, en este estudio se mantuvo 

la disminución desde el día 3 hasta el día 7 de germinación (Tabla 4).  Esto pude ser 

por la modificación estructural y molecular de las diferentes macromoléculas que 

constituyen a la semilla principalmente proteínas y carbohidratos, considerando su 

modificación por la activación enzimática (Chinma et al., 2009, 2015). Además, 

durante la germinación, la semilla tiende a ablandarse lo que facilita la disminución 

del tamaño de partículas durante la molienda (Mbithi-Mwikya et al., 2000). 

 Esto demuestra que la germinación es un proceso que mejora la densidad 

aparente, al disminuir dicha propiedad se disminuye el volumen que las harinas 

utilizan y se facilita su almacenamiento y transporte a nivel industrial. En el caso de 

Lupinus angustifolius bajo estas condiciones de germinación bastaría un tiempo de 3 

días para disminuir su densidad en un 28.3%.  
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Tabla 5. Densidad aparente Lupinus angustifolius germinado y sin germinar 

Día de 

germinación 

DA 

g/mL 

0 1.13±0.01a 

3 0.81±0.01b 

5 0.85±0.02b 

7 0.87±0.051b 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a-b indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05)  

*Base seca 
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5.3.4 Capacidad emulsionante y estabilidad de la emulsión  

 La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos en las propiedades de emulsión 

de las muestras germinadas y sin germinar. La muestra no germinada presentó un 

porcentaje de emulsión de 40.33% e incrementó significativamente con el tiempo de 

germinación (p<0.05), alcanzando un aumento del 18.67% al día 7 de germinación. 

 El proceso germinativo afecta esta propiedad de diferentes maneras en las 

leguminosas. En frijoles germinados durante 5 días, se ha reportado un aumento del 

68% en la capacidad emulsionante con respecto a la muestra no germinada. Elkhalifa 

y Bernhardt, (2010) no reportaron estas propiedades en los primeros días de 

germinación de sorgo, ellos observaron que la funcionalidad se detectaba a partir 

del día 3 de germinación. Elbaloula et al., (2013) también reportaron un incremento 

en la actividad y estabilidad emulsificante en sorgo de 61.65 y 51.8% 

respectivamente. 

 Cuando la capacidad emulsionante es relativamente alta, podría atribuirse a 

altos niveles de proteínas solubilizadas que actúan como tenso activo, así como a un 

cambio en el equilibrio de fuerzas de Van der Waals y las fuerzas repulsivas 

electrostáticas de las mismas (Chau y Cheung, 1997; Adebowale y Lawal, 2004), lo 

que permite deducir que la germinación modifica la estructura de la proteína nativa, 

impactando de manera directa en las propiedades funcionales de las harinas 

obtenidas. Este comportamiento coincide con lo observado en la capacidad de 

formación de espuma debido a la modificación de la proteína. 

 También se observó diferencia significativa (p<0.05) en la estabilidad de la 

emulsión entre todas las muestras. La tendencia fue la misma que en la actividad 

emulsionante, la estabilidad se incrementó con el tiempo de germinación. Estos 

resultados son parecidos a los reportados por Singh et al., (2017) cuando germinaron 
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sorgo por 48 horas. La estabilidad y la capacidad de emulsión aumentan a medida 

que el tiempo de germinación se prolonga debido a un aumento en las interacciones 

entre las fracciones de proteínas provenientes de una hidrólisis de la proteína nativa 

con la grasa presente en el medio, así como el aumento de las partes hidrofóbicas de 

estas proteínas que interactúan con los lípidos presentes en la muestra (Singh et al., 

2017). 

 Las proteínas solubles son más activas en la superficie y se sabe que 

promueven la emulsión de aceite en agua (Subba Rao y Srinivasan, 1988). Por otro 

lado, algunos tipos de polisacáridos, pueden ayudar a estabilizar la reacción de la 

emulsión al aumentar la viscosidad del sistema (Elbaloula et al., 2013). De acuerdo a 

estas características de las harinas germinadas, podrían ser utilizadas para 

incorporarse en productos de panadería. 
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Tabla 6. Propiedades de emulsificación de Lupinus angustifolius germinado y sin 

germinar 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a-d indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05)  

*Base seca 

 

 

 

 

 

 

Día de 

 germinación 

% 

Emulsión 

% 

Estabilidad 

0 40.33±0.57d 36.23±0.13d 

3 56.71±0.62c 54.71±0.15c 

5 64.13±0.14b 62.31±0.51b 

7 78.29±0.28a 77.25±0.38a 
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5.3.5 Capacidad de hinchamiento (CH) 

 Los resultados de la capacidad de hinchamiento de las muestras analizadas 

se muestran en la Tabla 7. La muestra sin germinar presento un valor de 4.16 mL/g 

el cual se incrementó 95.91% a partir del día 3 de germinación, siendo 

estadísticamente diferente a la muestra sin germinar (p<0.05). Una disminución 

significativa se observó al día 7 de germinación (p<0.05).  

 Sangronis et al., (2004) informaron un incremento del 66% en la capacidad de 

hinchamiento cuando germinaron lentejas durante 7 días. La disminución de la 

capacidad de hinchamiento al día 7 de germinación puede ser debido a una mayor 

desnaturalización de proteínas sin tener moléculas capaces de interactuar con el 

agua del medio disponible y aumentando así la solubilidad de las mismas (Waldia 

et al., 1996). Además, se debe considerar que esta propiedad también esta influenciad 

por la cantidad de amilopectina presente, la cual suele degradarse con la 

germinación y de esa manera afectar la capacidad de hinchamiento cuando se 

incrementa el tiempo del proceso (Li et al., 2017; Gutierrez-Osnaya et al., 2020). 

 Obtener harinas con una elevada capacidad de hinchamiento permite el 

desarrollo de alimentos con elevado contenido de humedad evitando la sinéresis del 

producto final prolongando la vida de anaquel por la baja disponibilidad de agua, 

así como mejorar la viscosidad y textura del producto final (Waldia, 1996). 
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Tabla 7. Capacidad de hinchamiento de Lupinus angustifolius germinado y sin germinar 

Día de 

 Germinación 

CH 

mL/g 

0 4.16±0.01b 

3 8.15±0.12a 

5 8.25±0.24 a 

7 2.14±0.09c 
 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a-c indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05)  

*Base seca 
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5.4 Digestibilidad de las harinas  

 La proteína ha jugado un rol importante en la modificación de las 

propiedades físicas durante la germinación, sin embargo, su digestibilidad no se vio 

afectada por el proceso germinativo.  En la Tabla 8 se muestra que no se encontró 

diferencia significativa debido al efecto de germinación en las muestras (p>0.05); 

Chaparro-Rojas et al., (2010) informaron un comportamiento similar de soya 

germinada durante 48 h. Setia et al., (2019) reportaron pequeña disminución a los 3 

días de germinación de 1.6 y 3.07% en guisante amarillo y haba respectivamente.  

 Esto puede deberse a la presencia de péptidos que son resistentes a las 

enzimas proteolíticas (Chang et al., 1988). Además, la presencia de compuestos 

antinutricionales como los inhibidores de tripsina y ácido fítico pueden afectar la 

digestibilidad formando complejos con la proteína y evitando de esa manera su 

hidrólisis y por lo tanto su digestión. 
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Tabla 8. Digestibilidad proteica de Lupinus angustifolius germinado y sin germinar 

Día de Germinación % de digestibilidad 

0 73.09±4.87a 

3 74.38±1.89a 

5 71.20±0.70a 

7 70.26±2.13a 
 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05)  

*Base seca 
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5.5 Determinación de fitatos  

 La Tabla 9 muestra el contenido de ácido fítico en Lupinus angustifolius 

germinado y sin germinar. La muestra sin germinar presentó una concentración de 

3.06 mg/g de muestra y disminuyó 22.22% significativamente (p<0.05) a partir del 

día 3 de germinación. La concentración se mantuvo constante hasta el día 7. Beal & 

Mehta, (1985) reportaron en germinados de chickpea por 10 días una reducción del 

75% de ácido fítico; en Phaseolus vulgaris se ha reportado una de reducción del 96% 

durante 4 días de germinación (Shimelis & Rakshit, 2007). Aguilera et al., (2013) 

evidenciaron que los fosfatos de inositol representan un 70% del fosforo contenido 

en leguminosas no convencionales y se han reportado reducciones del 18 y 15 % por 

efecto de la germinación en cowpea (Vigna unguiculata) y Jack vean (Canavalia 

ensiformis) a los cuatro días de germinación a 26°C . 

 Esto puede deberse a que el proceso de germinación disminuye de manera 

progresiva la concentración de dichos compuestos, debido a una desfosforilación 

enzimática de los fosfatos de inositol por la activación de fitasas endógenas cuyo 

efecto aumenta gradualmente con el tiempo de germinación (Sokrab et al., 2012). 

 En las leguminosas existen dos tipos de fitasas que contribuyen a la reducción 

de los fitatos, una es denominada constitutiva y otra inductiva ya que es inducible 

por el proceso de germinación y/o un remojo previo del grano, ambas están 

relacionadas con la desfosforilación, sin embargo, la fitasa constitutiva comienza la 

hidrólisis durante los estadíos primarios de la germinación, mientras que la fitasa 

inducible es sintetizada de novo durante la germinación a través de un ARNm 

preexistente (Greiner & Konietzny, 2006). Guzmán-Ortiz et al., (2018) reportaron que 

la actividad de las fitasas es gradualmente reducida, probablemente como 

consecuencia de la degradación enzimática por proteasas activadas, lo que también 
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podría asociarse a que la concentración del ácido fítico se mantuvo constante 

después de un periodo de germinación.  

 El porcentaje de disminución en las muestras analizadas fue relativamente 

bajo en comparación a lo reportado por otros autores y no se evidencia una 

diferencia significativa (p<0.05) cuando se prolonga el tiempo de germinación, esto 

se puede deber a que, bajo las condiciones de germinación utilizadas, no se está 

sintetizando la fitasa inductiva. Lo que se relaciona con la digestibilidad de proteína, 

debido a que las condiciones de germinación no permitieron una degradación de los 

fitatos y estos pareciera que formaron complejos evitando incrementar la 

digestibilidad de la proteína (Tabla 8), ya que, en estudios in vitro se ha demostrado 

que los fitatos afectan negativamente las enzimas proteolíticas pancreáticas. 
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Tabla 9. Concentración de ácido fítico en Lupinus angustifolius germinado y sin germinar 

Día de 

germinación 

mg *EFS/g  

0 3.06±0.03a 

3 2.38±0.05b 

5 2.50±0.09b 

7 2.59±0.15b 

 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a-b indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05)  

*Equivalentes de fitato de sodio 
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5.6 Cuantificación de inhibidores de tripsina  

 En la Tabla 10 se observan los valores de la actividad de inhibidores de 

tripsina de Lupinus angustifolius germinado y sin germinar. Se observó que la 

muestra sin germinar presentó valores de 34.64 unidades inhibidoras de tripsina 

(UTI)/ g de muestra, el proceso de germinación demostró tener un efecto positivo 

desde el día 3 de germinación, generando una disminución significativa (p<0.05) 

conforme se aumenta el tiempo de germinación. La disminución fue hasta de un 

77.36% al día 7 de germinación. de la Rosa-Millán et al., (2018), no reportaron 

modificación en la actividad de inhibidores de tripsina con la germinación en black 

beans (Phaseolus vulgaris L.). Sin embargo, Shimelis et al., (2007) observaron una 

disminución de 15.25% en kidney bean (Phaseolus vulgaris L.) germinado por 4 días.  

Kumar et al., (2006) encontraron una disminución de 45.65% en soya germinada a 

25°C por 6 días, el porcentaje de reducción fue más alto cuando germinaron a 35°C, 

reportaron una disminución de 62.08%.  Trugo et al., (2000) reportaron en Phaseolus 

vulgaris y soya Glycine max una reducción de 20 y 25% respectivamente a los 2 días 

de germinación.  

 El porcentaje de disminución puede variar dependiendo de las condiciones 

de germinación y el tipo de leguminosa. Según Vidal-Valverde et al., (1994) y Frías 

et al., (1995) esto es probable a que los inhibidores se utilizan como fuente de energía 

para el desarrollo de las plántulas. A pesar que la actividad de inhibidores de 

tripsina disminuye significativamente con la germinación, no se observó un impacto 

en la digestibilidad de la proteína esto puede ser por la concentración de ácido fítico 

que pueden estar formando complejos con la proteína (Tabla 9). 
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Tabla 10. Unidades inhibidoras de tripsina en Lupinus angustifolius germinado y sin 

germinar 

Día de germinación UTI/g 

0 34.64±0.33a 

3 26.32±0.79b 

5 17.92±0.45c 

7 7.84±0.67d 

 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

Las letras a-d indican la comparación de medias entre la misma muestra. 

Las muestras con la misma letra no presentaron diferencias significativas con la prueba de Tukey (p 

<0.05)  
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6. CONCLUSIONES 

 La germinación resulto un método efectivo para obtener harinas con 

diferentes propiedades tecnofuncionales a partir de Lupinus angustifolius y potenciar 

el valor nutricional en comparación con la harina no germinada. La capacidad de 

absorción de agua y aceite, así como la capacidad de emulsión y espuma 

aumentaron, con la germinación.  Esto permite ampliar las alternativas de su uso 

como ingrediente modificado en el desarrollo de alimentos con carácter funcional.  

 El contenido de proteína aumento de manera significativa desde el día 3 de 

germinación convirtiendo a la semilla en una excelente fuente de proteína vegetal, 

además, se evidencia una hidrólisis proteica, generando fracciones peptídicas de 

menor peso molecular con posibles funciones biológicas, estudios son requeridos 

para evidenciarlo.  

 Los resultados revelaron que la germinación bajo estas condiciones no tiene 

efecto sobre la digestibilidad proteica por la presencia de compuestos 

antinutricionales como inhibidores de tripsina y fitatos, a pesar que los inhibidores 

de tripsina disminuyeron con la germinación no presentaron impacto en la 

digestibilidad. La concentración de ácido fítico se mantuvo constante a partir del día 

3 hasta el día 7 de germinación lo que influye en la digestibilidad de la proteína. Tres 

días de germinación en Lupinus son necesarios para observar cambios en la 

funcionalidad de las harinas. Prolongar el tiempo del proceso puede sugerirse 

dependiendo la aplicación de las harinas obtenidas.  

 Evaluar técnicas económicas y eficaces que mejoren las propiedades 

tecnológicas y nutricionales de las harinas permite diversificar y potenciar su uso en 

la industria de los alimentos, ya que de acuerdo a la modificación de sus 

propiedades serán ideales para su aplicación en el desarrollo de alimentos. 
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7. PERSPECTIVAS 
 

 

 Se propone realizar estudios de proteómica para purificar, identificar y 

secuenciar posibles péptidos con diversas funcionalidades bilógicas 

principalmente efecto antioxidante y anti adipogénico. 

 

 Se propone evaluar dichos efectos bilógicos en un modelo animal para 

evaluar la estabilidad y eficacia de los péptidos obtenidos. 
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9. ANEXOS  
 

Parte de los resultados de este trabajo fueron aceptados para presentarse en el XLI 

Encuentro Nacional de la Academia Mexicana de Investigación y Docencia en 

Ingeniería Química A.C. (AMIDIQ) en la modalidad de cartel. 
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Este proyecto fue seleccionado para presentarse de manera oral en el XXII 

Biochemical Engineering National Congress 

XI Biochemical Engineering International Congress 

XVIII Biomedicine and Molecular Biotechnology Scientific Meetings 
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Durante este periodo de investigación se publicó un capítulo de libro titulado 

“EFFECT OF GERMINATION ON ANTINUTRITIONAL COMPOUNDS OF 

GRAINS AND SEEDS” 

 

 




