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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Proceso germinativo:

En condiciones favorables a la imbibicion de agua por la
semilla, siguen varias actividades entre las cuales las mas
significativas son que el protoplasma se hidrata y sus enzimas
empiezan a funcionar; el almidon es digerido y se transforma en
azucar, los lipidos en compuestos solubles y las proteinas en
aminodacidos,

La disponibilidad de éstas substancias permite la
liberacion de energia por el proceso de la respiracion, el traslade
de alimentos al embrion y el crecimiento de €ste.

El humedecimiento de las semillas hace que la respiracion
aumente rapidamente y cuando la respiracion esta en marcha el
indice respiratorio se ha elevado cientos de veces. A consecuencia
del aumento de la actividad enzimatica sobre el alimento y la
energia disponibles a la semilla en germinacion, las células
embrionaicas empiezan a alargarse y se pone en marcha el
desarrollo de la nueva planta que habia empezado con la
fecundacién.

La semilla de frijol no tiene endospermo y el alimento
que nutre a la plantula estd acumulado en los cotiledones. El
hopocotilo se alarga y arquea. El apice de este arco es la primera
parte de la plantula que aparece y al crecer se endereza y levanta
ambos cotiledones en el aire. Entre tanto la plimula, que esta
entre los cotiledones, ha empezado a crecer originando las hojas
verdaderas y la porcion de tallo que hay sobre los cotiledones.
Para emerger, los cotiledones y la plimula del frijol no son
empujados por el hipocotilo sino que éste al crecer tira de ellos,
evitandose asi el dafio al apice vegetativo. Este y otros
mecanismos protectores del apice del tallo son comunes en la
germinacién de la semilla. Por tltimo el alimento almacenado en




los cotiledones es digerido gradualmente y transferido a otras
regiones de la pléntula que crece rapidamente.{31)

22 Valor nutritivo:

Revisando literatura en lo que concierne a la germinacion
se han encontrade resultados contradictorios. Algunos
investigadores han informade un aumento en el valor nutritivo
durante la germinacion (12,9) otros indican disminucion o
ningin cambio (21,8) mientras que en otros estudios los
resultados no han sido concluyentes. (22)

La mayor parte de investigaciones acerca del valor
nutritivo de leguminosas comestibles han sido llevadas a cabo
sobre la semilla madura, posiblemente porque en este estado son
generalmente consumidas.

Los resultados han indicado que las semillas de
legumimosas son relativamente de bajo valor nutritivo, ello se
atribuye a la presencia de factores antinutricionales termolabiles
entre los cuales se incluyen inhibidores de tripsina,
hemaglutininas, y otros, {27,19); a su deficiencia en el contenido
de aminoacidos azufradoes (5,11} y a la buja digestibilidad de su
proteina (4). A pesar de estos descubrimientos algunos
mvestlgadores (4} han encontrado diferencias en el valor nutritivo
entre especies como también entre variedades o cultivares de la
misma especie.

Estudios realizados en la India con diferentes variedades
de leguminosas, 48 horas antes y 48 horas después de la
germinacion, indicaron un aumento en el valor biologico para las
muestras de Cicer arietinum, Phaseolus mungo y Lens esculenta,
mientras que se enconird una disminucion en las muestras de
Phaseolus radiatus y Pisum sativum (3). Las causas del
incremento o disminucion en el valor nutritivo de las proteinas de
leguminosas durante la germinacién no son conocidas; algunos
estudios sugieren que este cambio no depende de la presencia de
los inhibidores de tripsina, ya que segiin algunos autores éstos no
cambian durante la germinacion. (21}




Kakade y Evans (21) determinaron en frijol (Phaseolus
vulgaris L.) que en el remojo por 1-4 dias se destruia la actividad
de las hemaglutininas y de los inhibidores de tripsina en un 75y
380/0 respectivamente, y que el contenido protéico decrecia.
Ademas, indicaron que el frijol presentaba un incremento
progresivo en el contenido de proteina y en la actividad de los
inhibidores de tripsina durante la germinacion, pero la actividad
de las hemaglutininas no mostraba cambios.

Otros estudios han indicado que todas las vitaminas
exceptuando el acido folico se incrementan durante la
germinacion. (3)

Recientemente Palmer y col. (26) estudiando el efecto de
la germinacion sobre el valor nutritivo y el contenido de
inhibidores de tripsina en el frijol negro (Phaseolus vulgaris L.}
encontraron que tanto el valor nutritivo como ¢l contenido de
inhibidores de tripsina aumentaban durante la germinacion.

Muy pocos estudios se han llevado a cabo sobre ¢l valor
nutritivo de la semilla de leguminosas durante las diferentes
etapas fisiologicas de la semilla en su proceso germinativo.

Es de esperar que la mejor compresion de los procesos
fisiologicos y bioquimicos que ocurren en los diferentes estados
de desarrollo de la semilla puede ser atil para explicar los
resultados obtenidos con frijol seco, y esto pueda contribuir a
mejorar la utilizacion de la proteina a través de la seleccion
genética aproiada.




3. MATERIALES Y METODOS:

El material estudiado fue el frijol comun {Phaseolus
vulgaris L.) de la variedad S1SN a diferentes etapas de
germinacion de la semilla,

3.1 Procedencia de las muestras:

La muestra fue obtenida de la finca “San Antonio
Pachali” centro experimental del INCAP. Dicha finca estd
ubicada en San Raymundo Sacatepéquez, departamento de
Guatemala a una latitud de 1443, una longitud de 90° 39% y
una altura sobre el nivel del mar de 1845 metros, localizada en la
zona montano bajo humeda. La distancia a que esta de la capital
es de 41 kms Los suelos pertenecen a la serie Guatemala fase
pendiente variando el suele de franco arcilloso casi tipico, a una
capa muy delgada de suelo franco arcilloso, café amarillento. (30)

3.2 Siembra:

La siembra se efectud el primero de junio de 1972
cosechindose el 8 de septiembre del mismo afio. El periodo
vegetativo del frijol oscila entre 90 y 110 dias dependiendo del
clima, suelo, fertilizacion, etc. Las distancias de siembra fueron
de 50 cms. entre surcos y 10 cms. entre plantas colocando 2
semillas por postura, no se efectud fertilizacion desde la siembra
hasta la cosecha. Después de cosechado el frijol estuvo
almacenado por espacio de 40 dias en condiciones ambientales.
Antes de inducir la germinacion se llevaron a cabo pruebas de
germinacién tanto en frijol fresco, como en el secado al sol por
espacio de dos dias, en ambos casos se encontré un 99o/o de
germinacion, haciéndose cince determinaciones para cada uno de
los dos tratamientos. Con dichas pruebas se confirmé que el frijol
no tuvo periodo de latencia y con base a éste elevado porcentaje
de germinacion se inicio el trabajo experimental.




3.3 Diseiio Experimental:

El disenio utilizado fue el de “blogues al azar” con tres
réplicas consistiendo los tratamientos en periodos de 0,3,6 v 9

<y

dias de germinacion. Los cuadros 1 y £ muestran los disefos
experimentales para los analisis quimicos y pruebas biologicas
respectivamente.

CUADRO Neo. 1

DISENO PARA LOS ANALISIS QUIMICOS
BLOQUES AL AZAR

TRATAMIENTOS REPLICAI REFPLICAII REPLICA III

0 DIAS Al Bl Cl
3 DIAS A2 B2 C2
6 DIAS A3 B3 C3

9 DIAS A4 B4 C4




CUADRO No. 2

DISENO ESTADISTICO Y DISTRIBUCION DE
LAS RATAS. ANALISIS BIOLOGICO. 1

frijol cocido frijol crudo

al a2 a% a4 al a2 a3 a4

al a2 a3 a4 al a2 a3 a4

bl b2 b3 b4 bl b2 b3 b4

bl b2 b3 b4 bl bZ b3 b4

cl c2 ¢33 c4 cl ¢2 3 «c4

cl ¢2 ¢35 c4 cl 2 5 4

0 38 6 9 0 3 6 9(dias
de_germi-
‘nacidn)

1. Las columnas representan un mismo tratamiento

replicado tres veces (6 ratas machoftratamiento). Las filas
representan los 4 diferentes tratamientos.

3.4 Ana3lists estadisticos:

Se hizo un analists de varianza para las muestras de frijol
crudo y cocido, en los analisis quimicos y bioldgicos. Asimismao
se calculd las ecuaciones de regresion, correlacionando el indice
de eficiencia proternica (IEP} y los aminodcidos azufrados
totales, IEP y cistina, IEP y metionina e IEP y lisina.

3.5 Tratamiento de las muestras:

Para el presente estudio se tomaron muestras de 0,3,6 y 9
dias de germinacion. Para cada tratamiento se utilizé 10.4 Kgs.
de muestra divididos en lotes de 2.6 Kgs. cada uno. Seguidamente
fueron puestos a germinar completamente al azar. Para la siembra
de dicho frijol y con el objeto de inducirlo a germinar se usaron
bandejas de metal de 95X118 cms. (una bandeja/muestra)
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previamente lavadas con detergente y agua corriente, forradas
posteriormente con plastico, aplicandoles alcohol para minimizar
cualquier ataque de hongos y bacterias que pudiera existir. Se
usaron toallas de germinacion de papel esterilizadas (en autoclave
a 121°C y 16 Ibs. de presion durante 15 minutos). El agua
aplicada a la semilla fue hervida previamente al riego para obtener
un menor riesgo por contaminaciones; el riego a la semilla se
efectuo 2 veces diarias: a las 8 de la mafiana y a las seis de la
tarde. La germinacion se efectué en cuarto oscuro a una
temperatura media de 23°C (ver fotografias en apéndice),

Al sacar las muestras de las bandejas fueron puestas
inmediatamente en refrigeracion.

Luego cada muestra se dividié en dos partes; la primera
fue liofilizada y Ia segunda cocida en autoclave a 121 °C y 16 1bs.
de presion por 15 minutos.

Posteriormente las muestras se secaron en un horno de
aire caliente a una temperatura de 50°C por un periodo de 22
horas. Todas las muestras fueron molidas en un micromolino
wiley con un tamiz de 40 mallas. Caca muestra de 2.6 Kgs. de
frijol fue dividida para analisis quimices y biologicos de acuerdo
al esquema que se muestra a continuacion:

300 grs. { analisis quimicos )
1 kg. }
frijol *
crudo,

700 grs. (analisis bioldgicos)

2.6 Kgs.<L

300 grs. (analisis quimicos)
1.6 Kgs.
frijol J
cocido. [

1.3 kgs. (analisis bioldgicos)
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3.6  Solubilidad de nitrogeno en diferentes solventes:

La solubilidad de nitrogeno fue determinada de acuerdo
al método descrito por Hasbun con algunas modificaciones (16).
Para efectuar estos analisis se utilizaron 2.5 gramos de las
muestras de frijol crudo previamente molido. Las diferentes
muestras fueron extraidas con 100 ml de solvente por unahora
con agitacion continua y huego centrifugadas por 10 minutos a
2500 rpm. para separar el extracto del residuo. El residuo de la
primera extraccion fue sometido a2 una segunda extraccion con
otro solvente, efectuandose el mismo procedimiento
anteriormente descrito para separar extracto-residuo.

En total se trabajo con cuatro diferentes solventes
quedando al final solamente un residuo, es decir que el
fraccionamiento fue continuo. La secuencia usada para las
diferentes extracciones fue de NaOH 0.01N, KC1 al bofo, Aguay
Etanol al 70ofo. Al final los diferentes extractos y el residuo
fueron analizados para determinar su contenido de nitrogeno por

el método de Kjeldhal. (2)
3.7 Analisis quimicos:

La humedad, el nitrogeno, el extracto etéreo, la fibra
cruda, las cenizas y el calcio fueron determinados por el método
de la AOAC. (2) La cantidad de fosforo se determiné por la
técnica de Fiske y Subarrow (14) modificado por Lowry y Lopez
(23); en cuanto al hierro se usé el procedimiento de Jackson (18)
y Moss y Mellon (25).

La lisina fue estimada por e método de Conkerton y
Frampton. (7) La metionina y la cistina fueron determinadas por
métodos microbiolégicos utilizando medio Difco (Difco
Laboratories, Detroit, Michingan} y Leuconostoc mesenteroides
P-60. Los aminoacidos libres fueron determinados como alpha
amino nitrogeno, de acuerdo a la técnica descrita por Fisher y
col. (13).
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3.8  Experimentos con ratas:
DIETAS:

Se realizaron dos experimentos biologicos; el primero se
Hlevd a cabo con el proposito de determinar el efecto de los
inhibidores de crecimiento yfo factores antifisiologicos sobre el
crecimiento de ratas jovenes usandose en éste caso las muestras
crudas. En otra prueba biologica se determind el indice de
eficiencia protéica (IEP) y la de digestibilidad de la proteina en
las muestras cocidas. En ambos casos las muestras de frijol
deshidratado fueron agregadas de modo a proveer cerca del 100/o
de Proteina a las dietas.

Estas consistian en: Mezcla mineral 4.00f0 (17), aceite de
higado de bacalac 1.0ofo; aceite de scya 5Sofo y suficiente
almidon de maiz para alcanzar el 1000/fo. Todas las dietas fueron
suplementadas con 5 ml. de solucion de vitaminas (24). Las ratas
usadas fueron de la cepa Wistar de la Colonia INCAP. Los detalles
de la composicion de las dietas emplesadas en los ensayos
biologicos se encuentran en ¢l cuadro 3.




CUADRO 3
COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIETAS. FRIJOL CRUDO

Al Bl C1 A2 B2 C2 A3 B3 C3 A4 B4 CA .

harina de frijol 50.9 50.0 500 44.0 450 46.0 425 42.0 46.0 38.4 41.0 41.0
minerales 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
aceite de soya 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
aceite de bacalao 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

almidén de maiz 39.1 40.0 40,0 46.0 450 450 475 48.0 44.0 51.6 49.0 49.0

total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

solucion de vitaminas 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
(mi)

!




harina de frijol
minerales

accite de soya
aceite de bacalao
almidon de maiz

total

soluc. de vitaminas

(ml.)

COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS DIETAS. FRIJOL COCIDO

Al Bl C1 A2 B2 C2 A3 B3 C3
46.4 46.8 46.42 44.7 435 42,5 42.1 38.0 40.0
4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 50 - 50 5.0 5.0
1.0 1.0 .o 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
43.6 43,58 45.3 46,5 47.5 47.9 52.0 50.0

43,2
100.0 100.0 100.0 100,0 100.0 100.¢ 100,0 100.0 100.0

5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Ad B4 C4
44.0 423 35.6
4.0 4.0 4.0
5.0 5.0 5.0
1.0 1.0 1.0
46.0 47,7 bH44d
100,0 100.0 100.0
5.0 5.0 5.0

!
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’ 3.9  Indice de eficiencia proteica (1.E.P.):

Se usaron 6 ratas macho por tratamiento, distribuidas al
azar, por peso, entre grupos experimentales y la diferencia
promedio entre grupos (tratamientos) no difirio en mas de 1
gramo. Los animales fueron alojados en jaulas individuales con
fondos levantados de tela metdlica y se alimentaron ad-libitum
por un periodo de 28 dias, exceptudndose el caso de las muestras
crudas donde el periodo experimental dependic de la
sobrevivencia de las ratas. Los animales tuvieron libre acceso al
agua v al alimento durante todo el tiempo que duro el ensayo. La
ganancia en peso y el alimento consumido fueron registrados
semanalmente. Al final del periodo experimental se calculo el
IEP (grs. peso ganado/grs. de proteina consumida)

3.10 Inhibidores de crecimiento:

Se estimé la concentracién de inhibidores de crecimiento
calculando el porcentaje de sobrevivencia de los animales
alimentados con las diferentes muestras de frijol crudo durante el
periodo experimental de 28 dias.

3.11 Digestibilidad:

_ La digestibilidad de la proteina se determing al final del
experimento de IEP. Para este propdsito los animales
permanecieron en las mismas jaulas y se les suministro las mismas
dietas marcadas con ¢armin para diferenciar las heces excretadas
hasta el periodo de IEP, (heces negras) y el de digestibilidad en
que las heces aparecieron marcadas de rojo. El periodo de
balance fue de siete dias en cada dieta experimental; las heces
fueron recolectadas diariamente y almacenadas bajo
refrigeracion, secadas ¢ inmediatamente pesadas y molidas enun
micromolino Wiley ¢on un tamiz.de 40 mallas. Se determino
nitrogeno por el método de. Kjeldhal (2).

La digestibilidad aparente fue calculada mediante la .
férmula: UWTERSIOND D7 SAW (AN B" CRRTRAL

BBLIOTI " A
DEPARTAMLHTO DE Yi SIS-REFLKENCIA
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(Nitdgeno ingerido — nitrogeno fecal X 100)

= digestibilidad aparente
nitrdgene ingerido

312  Extraccion de pancreas:

Se disecto el pancreas de todos los animales usados en los
| experimentos biologicos. En el caso de las ratas alimentadas con
' las muestras de frijol crudo, se obtuvo este Organo a medida que
i los animales morian. En el caso del frijol cocido las ratas fueron
sacrificadas después del periodo de disgestibilidad, En ambos
casos se pesd el pancreas y dicho peso se expresd como
porcentaje (base humeda del peso total del animal.)




17

4. RESULTADOS:

La composicion quimica promedio del frijol a diferentes
estados fisiologicos de germinacion en base fresca se muestra en
el cuadro 4.

Como puede apreciarse, se encontrd un incremento
marcado de agua durante la germinacion y una disminucion en la
cantidad de grasa, proteina, fibra cruda y cenizas.

La cantidad de proteina decrecié de 20.0 a 4.8 y el agua
se incremento de 16.6 a 82.1 grs.ofo. El cuadro 5 muestra los
mistmos nutrientes calculados en base seca, indicando que sobre
esta base no se encontrd un aumento en la cantidad de los
nutrientes. Los analisis de varianza llevados a cabo con estos
resultados se muestran en el cuadro 6. Como puede apreciarse se
encontro diferencia significativa (P €0.01) entre tratamientos
para la humedad, grasa y proteina, mientras que en el caso de la
fibra cruda se encontro significancia al nivel del 5o/o
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CUADRO 4
COMPOSICION QUIMICA DEL FRIJOL COMUN
{Phaseolus vulgaris, L.) en LAS DIFERENTES
FASES FISIOLOGICAS DE GERMINACION.

FRIJOL CRUDO (BASE FRESCA)

dias de germinacién Humedad ofo  grasa ofo fibra eruda ofo proteina ofo cenizas ofo

0 DIAS

Repeticion 1 17.84 0.50 4.84 19.62 3.99
Repeticion 2 16.34 .70 £.48 20.06 3.70
Repeticion 3 15.66 1.06 4,51 20.09 3.70
Promedia 16.61 0.75 5.3 19.92 379
3 DIAS

Repeticion 1 56.8 0.86 228 10.63 1.87
Repeticion 2 56.8 0.87 1.44 10.61 1.70
Repeticion 3 56.8 1.02 .27 10.39 1.73
Promedio 56.8 0.92 2.03 10.54 1.77
&6 DIAS

REpeticién 1 69.4 0.65 1.80 7.88 1.24
Repeticion 2 69.4 0.66 1.52 7.76 1.29
Repetician 3 69.4 0.74 2,15 7.33 1.18
Promedio 69.4 0.68 1.82 7.66 1.24
9 DIAS

Repeticidn 1 82.1 0.37 1.39 507 0.88
Repeticion 2 82.1 0.43 1.70 4.68 0.74
Repeticion 3 82.1 0.44 1.71 468 0.61

Promedio 8z.1 .41 1.60 4,81 0.74
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CUADRO 5
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DEL FRIJOL
COMUN (Phaseolus vulgaris, L.) EN LAS
DIFERENTES FASES FISIOLOGICAS DE GERMINACION.

FRIJOL CRUDO. BASE SECA

dias de germinacién Humedad ofo  grasa ofo fibracrudaofo proteina ofo cenizas ofo

0 DILAS

Repeticidn 1 17.84 0.62 5.89 23.88 4.86
Repeticion 2 16.34 0.84 174 24,12 4.42
Repeticion 3 15.66 1.26 5.38 23.81 4.39
Promedio 16.61 0.90 6.33 23.90 4.55
3 DIAS

Repeticion 1 1.76 1.99 5.29 24,62 4.33
Repeticion 2 8.75 2.02 3.59 24.56 394
Repeticion 3 10.43 2.36 5.26 24.06 4,01
Promedio 8.98 2.12 4,70 24.40 4.09
6 DIAS )
Repeticidn 1 B.45 2.14 5.88 25,15 4.04
Repeticion 2 4,22 2.17 4.96 25.37 4.20
Repeticion 3 9.18 241 7.04 23.96 3.85
Promedio 8.28 2.24 5.96 25.00 4.03
9 DIAS

Repeticion 1 6.76 2.09 1.75 28.31 4.93
Repeticidon 2 7.62 2.38 3.438 26.12 4.11_
Repeticion 3 6.96 2.47 9.57 26,12 3.‘£3
Promedio 7.11 231 8.93 26.80 4,15
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CUADRO 6
COMPONENTES DE VARIANZA
MUESTRAS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris L.)

COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL.
BASE HUMEDA-FRIJOL CRUDO

Fuente GL . Humedad  Grasa Fibra Cenizas Proteina
Cruda

Total 11 1843 0.37 3,08 0.20 0.10

Repeticiones 2 1.88 013 0.32 0.62 0.03

Tratamientos 3 60.49%% 1.26%*% 7,57 0.04 (.3] %~

Error 6 2,91 0.01 1.75 14 0.02

* significativo, p < 0.05

wF significativo, p < (.01

El cuadro 7 muestra la composicion de minerales de las
muestras durante la germinacion. De una manera similar que con
los otros nutrientes, los resultados indican que al brotar el
hipocotilo en la semilla disminuyeron las cantidades de calcio,
fosforo y hierro expresadas en base fresca. El cuadro 8 muestra el
contenido de calcio, fosforo y hierro de las muestras de frijol
crudo calculadas en base seca. En este caso, los anélisis
estadisticos que se muestran en el cuadro 9 indican que de los
tres minerales analizados sélo se encontrd diferencia significativa
(P= 0.01) entre tratamientos en el caso del hierro.
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CUADRO 7
COMPOSICION MINERAL DEL FRIJOL COMUN
(Phaseolus vulgaris, L.) EN LAS
DIFERENTES FASES FISIOLOGICAS DE GERMINACION

FRIJOL CRUDO, BASE FRESCA

Dias de germinacion Ca mg{100g P mg/100g Fe mg/100g

0 DIAS

Repeticion 1 208 441 7.69
Repeticion 2 278 484 7.00
Repeticion 3 114 506 6.89
Promedio 200 477 7.19
3 DIAS

Repeticion 1 93.31 219 2,24
Repeticion 2 109.72 228 2.13
Repeticion 3 73.0 196 2.75
Promedio 92.0 214 2.4
6 DIAS

Repeticion 1 77 141 1.47
Repeticion 2 77 158 1.75
Repeticion 3 71 147 2.12
Promedio 75 148 1.78
9 DIAS

Repeticion 1 53 101 1.15
Repeticion 2 40 98 1.20
Repeticion 3 49 119 1.31
Promedio 47 106 1.22

URivERSIDAD p L N T

B B'BL:g; T oA
DEPARTAMENTO 0% 1. 2Is-REFERENCY
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CUADRO 8
COMPOSICION MINERAL DEL FRIJOL COMUN
(Phaseolus vulgaris, L.) EN LAS
DIFERENTES FASES FISIOLOGICAS DE GERMINACION,

FRIJOL CRUDO, BASE SECA

Dias de germinacion Camg/100g P mg/100g  Fe mg/100g

S

0 DIAS

Repeticion 1 253 537 9.36
Repeticion 2 332 578 8.36
Repeticion 3 135 600 8.18
Promedio 240 572 8.63
3 DIAS

Repeticion 216 506 5.19
Repeticion 2 254 527 4.93
Repeticion 3 170 454 6.36
Promedio 213 495 5,49
6 DIAS

Repeticion 1 252 462 4.80
Repeticién 2 251 517 5,71
Repeticion 3 233 ' 480 6.93
Promedio 245 486 5.81
9 DIAS

Repeticion 1 294 563 - 6.43
Repeticion 2 221 550 6.71
Repeticion 3 271 663 7.30

Promedio 262 592 6.81
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CUADRO9
COMPONENTES DE VARIANZA.
MUESTRAS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris, L.)

MINERALES — MUESTRAS CRUDAS

Fuente G.L. Calcio Hierro Fosforo
Total 11 2199.2 35.02 3036.5
Repet, 2 3426.6 0.27 854.1
Trat. 3 1563.3 110.43%* 6699.7
Error 6 2107.2 0.90 1932.3
® significativo, p £ 0.05

*k significativo, p = (.01

El contenido de lisina, metionina y cistina, asi como la
suma de los aminoacidos azufrados y los valores de los
aminoacidos libres se muestran en el cuadro 10. Como puede
observarse, se encontré una disminucion en el caso de la lisina y
cistina, aminodcidos azufrados totales y aminodacidos libres; no
asi en el caso de la metionina que permanecio relativamente
constante. Los analisis estadisticos que se detallan en el Cuadro
11 confirman las observaciones anteriores indicande una
disminucion significativa (P< 0.01} en el caso de la cistina y de
los aminoacidos libres, y en el caso de la lisina al nivel del 50/0.
Estos datos también muestran que no hubo un cambio
significativo en el contenido de metionina durante las diferentes
etapas de germinacion.

La figura No. 1 presenta los resultados de extraccion
continua de la proteina del frijol. Se observa que la solubilidad en
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NaOH 0.01N decrecid con la germinacidon mientras que la
fraccion extraida con KC1 al 50fo mostro un incremento. La
solubilidad de la proteina en alcohol etilico al 700fo v en agua
permaneci6 practicamente constante.

Los datos también indican que la exiraccion de proteina
fue mas alta con la solucion de NaOH 0.01 N seguida por la
solucion de KC1 al bofo agua y etanol al 70o0fo. En ¢l cuadro 12
se muestran los analisis estadisticos llevados a cabo con respecto
al fraccionamiento de la proteina del frijol durante las diferentes
fases de germinacidn, indicando una significancia al 1ofo para las
fracciones solubles en NaOF 0.01N y KC1 al 5o0fo, no habiendo
significancia para el caso del.agua v el alcohol etilico al 700/o.

CUADRO 10

LISINA, AMINOACIDOS AZUFRADOS TOTALES,
METIONINA, CISTINA Y AMINOACIDOS LIBRES TOTALES
CONTENIDOS EN MUESTRAS DE FRIJOL NEGRO (Phaseolus
vulgaris, L.) DURANTE LAS DIFERENTES FASES
FISIOLOGICAS DE GERMINACION. 1.

MUESTRAS CRUDAS

Dias de Lisina  Aminodcidos azu- metionina  cistina  aminodcidos
germinacion frados totales " Hbres totales
00 6.12 1.44 0.842 0.598 25

I .. 5.71 1.25 0.796 0.456 154

] 572 L2l 0.804 0.403 262

9 4,87 115 0.837 0.314 279

1.  Estos datos representan el promedio de tres réplicas. La

baja en los aminoacidos azufrados totales fue debida

* principalmente a la disminucién en el contenido de
cistina. _ .
Medida por & amino Nitrégeno, todos los datos estan
expresados en gf16gN.,
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CUADRO 12

COMPONENTES DE VARIANZA

MUESTRAS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris, L.)
AMINOQACIDOS ESENCIALES Y AMINOACIDOS LIBRES —

FRIJOL CRUDO
Epsilon Aminoicidos

Fuente G.L. Metionina Cistina Amino Lisina Libres
Total 1L 0.009 0.017 0323 12546
Repeticiones 2 0012 0.020*  0.088 573.8
Tratamientos 3 0002 (.042** 0.906%* 41232%*
Error 6 0.001 0.034 0110 2195

* significativo, p = 0.05

ok significativo, p = 0.01




CUADRO 12

COMPONENTES DE VARIANZA
MUESTRAS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris, L.)

FRACCIONAMIENTO DE PROTEINA — FRIJOL CRUDO

Fuente G.L. Na0HO0.0IN H20 Kelal Etanol
Sofo

Total 11 97.52 1.30 6.62 0.04
Repeticiones 2 4,35 0.37 3.37 0.005
Tratamientos 3 331.78% 1.25 19,30%* 0.089
Ertor 6 11.44 1.64 1.35 ¢.029
* significativo, p == 0.05

*x significativo, p « 0.01

El efecto de los inhibidores de crecimiento sobre el
tiempo de sobrevivencia de ratas alimentadas con muestras crudas
se ilustra en la figura No. 2. Como se menciona anteriormente, el
porcentaje de tiempo de sobrevivencia se incremento durante la
germinacion desde 300fo hasta cerca del 600fo, indicando ello un
bajo contenido de factores toxicos conforme progresa la
germinacion, Es de interés también indicar que el peso de los
pancreas de los animales bajo estudio mostrd una tendencia a
disminuir a medida que progresaba la germinacion.

Como dato de comparacion se presenta también en la
figura No. 2 los valores para el peso del pancreas de las ratas
alimentadas con frijol cocido. Los analisis estad{sticos llevados a
cabo sobre el tiempo de sobrevivencia de las ratas muestran
diferencia significativa al nivel del 1ojo entre tratamientos, no asi
entre réplicas y duplicados.




FIGURA No. 1

SOLUBILIDAD DE PROTEINA DE FRIJOL COMUN
{Phaseolus vulgaris, L.) EN DIFERENTES
SOLVENTES DURANTE LAS DIFERENTES FASES

FISIOLOGICAS DE GERMINACION.
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El cuadro 13 muestra los cambios en el valor nutritivo del
frijol comun durante la germinacion, indicando una disminucion
muy significativa en la calidad de la proteina, Se encontrd una
diferencia significativa (P £0.01) para la ganancia en peso, y al
nivel del 5ofo para el indice de eficiencia protéica. En el caso de
la digestibilidad, a pesar de que se encontro significancia al nivel
del 50/0, es de interés indicar que también hubo significancia
entre réplicas y entre duplicados. (Cuadro 14).




CUADRO 13

CAMBIOS EN EL VALOR NUTRITIVO DEL FRIJOL
NEGRO (Phaseolus vulgaris, L.) DURANTE LAS
DIFERENTES FASES FISIOLOGICAS DE GERMINACION.

FRIJOL COCIDO
Dias de germinacion Protcina en  Peso promedio de ratas IEP Digestibilidad
dieta ofo inicial ganado en * aparente ofo
grs. 4 semanas grs.
0 10.4 53 o 28 0.99 67
3 9.9 53 24 0.86 64
6 10.3 53 15 0.59 67
9 10.2 53 4 0.26 60

IEP — Indice de eficiencia protéica. Representa ¢l valor de seis ratas por grupo todos los datos
representan el promedio de tres repeticiones.




FIGURA No, 2

RELACION ENTRE INHIBIDORES DE CRECIMIENTO
SOBREVIVENCIA DE RATAS ALIMENTADAS CON
FRUOL CRUDO (Phaseolus vulgiris, L.) ¥ LAS
DIFERENTES FASES FISIOLOGICAS DE GERMINACION

1)
a PESO DE PANCREAS PROMEDIO DE 6 RATAS
2 20 grs/100grs de peso
_g Dias de germinacién  Frijol crudo frijol cocido
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CUADRO 14
COMPONENTES DE VARIANZA

MUESTRAS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris, L.)
ANALISIS BIOLOGICOS — MUESTRAS COCIDAS

Ganancia Indice de
en Peso eficiencia

Fuente G.L. protéica Digestibilidad Fuente G.L. Sobrevivencia

Total 23 132,23 0.143* 23.97 Total 11 20,81

Repeticiones 2 44,27 0.124* 81.02* Repeticiones 2 7.52
8§ =
= Tratgmientos 3 73La%r 0.515% 56.72% Tratamientos 3 66.97%*

Fury
3 g
& 6 16.40 1.40 33.26 Error & 2.16

2
SW
o Entreduplicados 12 55.00 0.12* 1.64*
20 o
Lol 2
s % .3 significativo, p £ 0,05 w
o **T2 significativo, p < 0.01
i )
& =
~ o
= 4
> =
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La figura 3 sumariza los cambios bioquimicos vy
nutricionales observados durante la germinacion. Puede
observarse que hay un incremento en los aminodcidos libres
totales, mientras que el contenido de proteina total decreci6
progresivamente. La actividad de los inhibideres de crecimiento,
también disminuyo6 progresivamente siendo mas marcada entre el
3r0. y 60, dia. Los bajos valores nutritivos estdn correlacionados
con una disminucion en el contenido de aminoacidos azufrados
totales, mientras que la digestibilidad de la proteina permanece
constante.

Los analisis estadisticos demostraron una alta correlacion
positiva (R=0.91) entre el Indice de eficiencia protéica y el
contenido de aminoacidos azufrados totales, asimismo (R=0.95)
entre el Indice de eficiencia protéica vy la cistina. Por otre lado no
se encontré ninguna correlaciéon entre el indice de eficiencia
protéica y la lisina y entre el Indice de eficiencia protéica y la
metionina individualmente, indicando que la alta correlacion
encontrada con los aminoacidos azufrados totales se debe a una
disminucion en el contenido de cistina durante la germinacion del
frijol.




FIGURA No. 3
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5. DISCUSION:

Los resultados obtenidos sobre la composicion quimica
del frijol calculada en base fresca, durante las diferentes etapas de
germinacion reflejan las actividades metabolicas en cuanto a
proveer los nufrientes necesarios para la formacion de las
diferentes partes vegetativas de la nueva planta. En general estos
resultados estan de acuerdo con los estudios de Pusztai (28); este
investigador indica que los primeros 4 dias se caracterizan por
una fase de degradacion marcada de proteina, seguida por una
pronunciada etapa de sintesis de nueva proteina, alcanzando el
maximo cerca del 8o. dia después del inicio de la germinacion.

Por otro lado, al comenzar Iz formacién de la nueva
semilla, estos nutrientes tienen que ser movilizados de la planta a
la semilla.

De interés son los resultados obtenidos en relacion a la
presencia de inhibidores de crecimiento y el valor nutritivo. En
cuanto a las etapas de germinacion se refiere, los datos obtenidos
sobre la actividad de inhibidores de crecimiento aparentemente
confirman los hallazgos de otros investigadores. Ambe y Sohonie
(1) informaron la presencia de inhibidores de tripsina en todas las
partes de la semilla germinada, asi como en todas las etapas de
crecimiento. Ellos también encontraron una disminucion en los
cotiledones y un incremento en los brotes con el progreso de la

germinacion.

Mas recientemente, Palmer et al (26) encontraron que los
inhibidores de tripsina y el valor nutritivo se incrementan durante
la germinacion.

Esta aparente discrepancia con los resultados aqui
presentados puede ser debido a la diferente metodologia
empleada. Nuestros resultados indican una disminucién en la
actividad de los inhibidores de crecimiento conforme progresa la
germinacion, medida por el tiempo de sobrevivencia de las ratas,
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lo cual pudo haberse debido a otros factores toxicos diferentes a
los inhibidores de tripsina. Estos resultados estin de acuerdo con

los hallazgos de Palmer et al (20).

Es posible que en este estado fisiologico, las semillas
posean un poderoso sistema enzimdtico que puede degradar los
inhibidores de crecimiento; esto es sugerido por el incremento en
los aminoacidos libres y la disminucién en los aminoacidos
azufrados totales cuyo contenido se ha informado, es aito en
algunos constituyentes toxicos del frijol (19). Futuros estudios
sobre €l sistema enzimatico pueden tener alguna importancia
practica.

Los resultados sobre el fraccionamiento de proteina
pueden ofrecer una explicacion de la disminucion en el contenido
de lisina durante la germinacion, puesto que la solubilidad de la
proteina en NaOH 0.01 N decrecid y esta fraccion se sabe que es
una fuente rica de estos aminoacidos. Los estudios sobre el
fraccionamiento de varias proteinas de leguminosas en diferentes
estados fisiologicos pueden ser iitiles para explicar la baja
digestibilidad de este grupo de alimentos. El valor nutritivo fue
determinado en el material cocido, de este modo se elimind la
presencia de la mayor parte de los factores termolabiles presentes
en el frijol. Es posible que los resultados obtenidos por Palmer et
al (26} estuvieran influenciados por el tipo de material empleado
en vista que ellos usaron la semilla cruda germinada y caseina
como fuente de proteina en las dietas. La disminucién en el valor
nutritivo durante la germinacidon puede explicarse por una
disminucién en el contenido de aminoacidos azufrados totales,
principalmente la cistina, en wvista de que ellos son los
aminoacidos mas limitantes en la proteina del frijol (5, 11, 6).
Estos resultados parecen indicar que la baja digestibilidad del
frijol, cocido no esta solamente asociada con los factores
termolabiles toxicos, en vista de que ésta permanece
relativamente constante durante la germinacion. Es también
digno de notar que aunque la digestibilidad no fue afectada, el
valor nutritivo disminuyé significativamente; resultados previos
informados por Bressani et al (5) indican que el valor nutritivo
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del frijol negro (Phaseolus wulgaris, L.) mejora por
suplementacion por metionina, mientras que la digestibilidad
permanece inalterable.

Finalmente, los resultados obtenidos en el presente
trabajo de investigacion indican la necesidad de estudios
nutricionales mas detallados durante las diferentes etapas
germinativas del frijol, con el propdsito de conocer las causas de
su baja digestibilidad, y su posible relacion con la presencia de los
inhibidores de crecimiento.

El conocimiento de este mecanismo permitiria
recomendar a los fitomejoradores la seleccién de materiales
genéticos apropiados, con el propédsito de mejorariadigestibilidad .
de las semillas de leguminosas que constituyen una fuente
importante de protefna para nuestras poblaciones.

Es también de interés indicar la necesidad de llevar a cabo
mds investigaciones relacionadas con el estado fisiologico de la
planta y su valor nutritivo, con el proposito de utilizar mas
eficientemente este importante recurso proteinico de nuestros
pueblos.
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6. RESUMEN

Se estudio el efecto de la germinacion sobre el valor
nutritivo del frijol negro (Phaseolus vulgaris, L.} Para las etapas
de germinacion se tomaron muestras de 0, 3, 6 y 9 dfas. Se
observd un aumento en el contenido de agua y una disminucion
en el contenido de proteina, grasa, fibra cruda y cenizas
expresado en base fresca. La disminucion en el contenido de
proteina esta correlacionado con un aumento en el contenido de
lisina, aminoacidos azufrados totales y en la actividad biologica
de los inhibidores de crecimiento. Se observo una disminucion en
la solubilidad de las proteinas en NaOH 0.01N mientras que la
fraccion soluble en KC1 al 5ofo aumento. Las fracciones solubles
en agua etanol al 70ofo permanecieron constantes. Se observo
una disminucién en el valor natritivo durante la germinacion y la
digestibilidad de la proteina no fue afectada significativamente.

Los resultados sugieren que durante la germinacion, la
disminucion en el valor nutritivo se debe al menor contenido de
aminoacidos azufrados totales. Es de interés sefalar que los
resultados indicaron que de los aminoicidos azufrados
analizados, la metionina permanecié constante mientras que la
cistina disminuyo significativamente,

Se encontro una correlacion positiva (R=0.91} entre el
Indice de eficiencia protéica y los aminoacidos azufrados totales
y (R=0.95) entre el indice de eficiencia protéica y cistina.

Se concluyé ademas que en esta etapa fisiologica la
semilla posee un sistema enzimatico capaz de hidrolizar algunos
de los inhibidores de crecimiento. Finalmente los resultados
demostraron la importancia de Hevar a cabo estudios bioquimicos
y fisiologicos con el proposito de evaluar la importancia de los
factores toxicos, las diferentes fracciones proteinicas y su
composicion de aminoacidos sobre la digestibilidad y el valor
nutritive de semillas de leguminosas que constituyen un
importante recurso proteinico para los paises de Ameérica Latina.
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7. APENDICE




TRES DIFERENTES TRATAMIENTOQS EN SUS
RESPECTIVAS BANDE]JAS DE GERMINACION




Vista parcial de los tres tratamientos
tres, seis y nueve dias en cuarto obscuro,




