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Resumen

El zinc (Zn) es un oligoelemento esencial para todas las formas de vida, cumple un rol muy
importante en multiples funciones bioldgicas. La ingesta inadecuada de zinc puede causar
diversas afecciones en la salud, trastornos fisioldgicos, incluso la muerte. Desafortunadamente el
contenido de zinc en los alimentos es muy variable, generalmente es bajo en alimentos de origen
vegetal y, ademads, la biodisponibilidad del zinc esta condicionada por factores antinutricionales
como el acido fitico. Varios estudios han demostrado que la impregnacidn de zinc por medio del
remojo de semillas permite la fortificacion de germinados como los de alfalfa siendo una
alternativa rapida para mejorar el contenido de zinc y su biodisponibilidad. La presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de zinc (0, 10,
20, 30, 40 pg.ml?) sobre los parametros de crecimiento (porcentaje de germinacion, longitud del
germinado, peso seco, rendimiento bioldgico, y el efecto sensorial respecto al sabor, adicional la
biodisponibilidad del zinc. En este trabajé se demostrdé que con 40 pg.ml? de zinc, el contenido
de zinc fue hasta 315% superior y promovié el crecimiento hasta un 35% respecto al tratamiento
control (0 pg.ml?). Los pardmetros de crecimiento, porcentaje de germinacidn, materia seca,
rendimiento biolégico, no se vieron afectados negativamente. En conclusidn, remojar semillas con
zinc puede promover el crecimiento, no afecta la germinacidn ni el sabor, ademds de mejorar el
contenido nutricional, por lo cual las semillas germinadas de alfalfa fortificadas, pueden ser una
alternativa viable, moderna y rapida para obtener un alimento enriquecido con zinc.

Palabras clave: alfalfa, zinc, germinados, fortificacion.
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Abstract

Zinc (Zn) is an essential trace element for all forms of life and plays a very important role in
multiple biological functions. Inadequate zinc intake can cause various health conditions,
physiological disorders, and even death. Unfortunately, the zinc content in foods is very variable,
it is generally low in foods of vegetable origin and, in addition, the bioavailability of zinc is
conditioned by anti-nutritional factors such as phytic acid. Several studies have shown that zinc
impregnation by soaking seeds allows the fortification of sprouts such as alfalfa sprouts as a quick
alternative to improve zinc content and bioavailability. The objective of this research was to
evaluate the effect of different zinc concentrations (0, 10, 20, 30, 40 pg.ml?) on growth
parameters (germination percentage, sprout length, dry weight, biological yield, and sensory
effect on taste, additional zinc bioavailability. In this work it was demonstrated that with 40 ug.ml
! of zinc, the zinc content was up to 315% higher and promoted growth up to 35% with respect to
the control treatment (0 ug.ml?). Growth parameters, germination percentage, dry matter and
biological yield were not negatively affected. In conclusion, soaking seeds with zinc can promote
growth, does not affect germination or taste, and improves the nutritional content, so fortified
alfalfa germinated seeds can be a viable, modern and fast alternative to obtain a zinc-enriched
feed.

Keywords: alfalfa, zinc, sprouts, fortification.
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Capitulo |
Introduccion
Antecedentes

El zinc es un oligoelemento esencial para todas las formas de vida, cumple un rol
importante en multiples funciones bioldgicas. La ingesta inadecuada de zinc puede ocasionar un
sistema inmune debilitado, trastornos fisioldgicos, emaciacién, retraso del crecimiento,
discapacidad cognitiva y en casos graves hasta la muerte (Ohanenye et al., 2021).

La fortificacidn de alimentos con zinc se ha planteado como una alternativa para mitigar
la deficiencia de este oligoelemento. Existen diferentes estrategias de fortificacién, la
agrondmica y genética, sin embargo, la fortificacidon genética se limita como una solucidn a largo
plazo debido al tiempo y costo que conlleva su aplicacién (Di Gioia et al., 2019).

La produccion de germinados para consumo humano se conoce desde hace mucho
tiempo, ha sido muy importante en la historia culinaria de los paises occidentales. Su
popularidad incrementé en los Ultimos afios junto con el interés de las personas por consumir
alimentos mas saludables caracterizados por un alto contenido de moléculas bioactivas a las que
se atribuyen propiedades medicinales (Dal Bosco et al., 2015; Di Gioia et al., 2017). Los
germinados también son denominados como alimentos funcionales porque brindan una mayor
disponibilidad de minerales generada por la actividad enzimatica y degradacién de compuestos
antinutricionales como el acido fitico, entre otros (Morales et al., 2015). La produccién no
requiere de grandes espacios e infraestructura y obtener el producto final toma poco tiempo ya
que el crecimiento es rapido, ademas su rendimiento puede ser triplicado y su biomasa puede

aportar los mismo o mayores beneficios que su contraparte madura (Ayala, 2014).
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Los germinados de alfalfa son uno de los mas populares junto con otras leguminosas
como soja vy frijol mungo que pueden ser consumidos frescos o cocidos y son apetecidos por su
calidad nutricional y el sabor (Keshri et al., 2019).

Se ha demostrado que la germinacion de semillas en un medio con diferentes
concentraciones de sulfato de zinc puede aumentar considerablemente el contenido de zinc,
siendo una técnica agrondmica de fortificacion que permite la impregnacion del elemento
mediante el remojo de las semillas, logrando asi obtener una alta acumulacién de zinc en
alimentos funcionales como son los germinados de leguminosas y cereales. Para la fortificacion
de alimentos se han utilizado diferentes compuestos de zinc entre ellos el sulfato, dxido,
cloruro, gluconato y estearato, siendo el sulfato de zinc el mas utilizado para la fortificacion de
germinados, multiplicando su valor nutricional respecto al zinc sin afectar en muchos casos la
viabilidad de las semillas (Baczek et al., 2020; Jribi et al., 2019; Ohanenye et al., 2021; Wei et al.,
2012; Zou et al., 2014).

Justificacion

La concentracion de zinc en los alimentos es muy variable, sin embargo, los alimentos
de origen animal contienen mayor cantidad de zinc como los mariscos, carnes y productos
lacteos (Rubio et al., 2007). En los alimentos de origen vegetal, ademas de contener bajas
cantidades de zinc la absorcidn de este microelemento se ve afectada por la presencia de
compuestos antinutricionales como el acido fitico ya que forma complejos insolubles con los
minerales e impide la absorcién en el organismo (Sanchez M., 2011).

Existen diferentes maneras de reducir la cantidad de antinutrientes como el acido fitico

en los alimentos con técnicas simples como el remojo de las semillas, el descascarado, la coccidon
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y la germinacién de las semillas que permite aumentar la biodisponibilidad de los minerales
(Mubarak, 2005).

Los germinados se producen de una gran variedad de especies, han ganado popularidad
en el mercado debido a sus propiedades nutricionales y una amplia disponibilidad de las
semillas, ademas es una forma econdmica y ecoldgica de producir alimentos ricos en nutrientes
biodisponibles y compuestos bioactivos (Gan et al., 2017; Di Gioia et al., 2017).

La fortificaciéon de germinados puede ser una alternativa viable y moderna para mejorar
las propiedades nutricionales de estos alimentos y proveer un impacto positivo en la nutricién
humana. Sin embargo, esta actividad ha sido poco explorada (Galieni et al., 2020).

La presente investigacion pretende evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
zinc sobre los parametros de crecimiento y su potencial fortificacion para ofrecer un alimento
nutritivo, rico en zinc y de calidad al consumidor.

Objetivos
Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de zinc sobre parametros de
crecimiento en germinados de alfalfa (Medicago sativa) y su potencial fortificacién para
proporcionar un alimento enriquecido con zinc y de calidad al consumidor.

Objetivos Especificos

Evaluar el contenido de zinc y acido fitico en germinados de alfalfa tratados con cinco
diferentes concentraciones del elemento.

Evaluar el efecto de cinco concentraciones de zinc sobre el porcentaje de germinacion,

rendimiento bioldgico, materia seca, longitud del germinado y sabor.



20

Identificar la dosis de zinc que permita obtener germinados de alfalfa fortificados sin
afectar su germinacién y crecimiento.
Hipdtesis

HO: El contenido de zinc de germinados de alfalfa no aumenta después de ser tratados
con diferentes concentraciones de zinc.

H1: El contenido de zinc de germinados de alfalfa aumenta después de ser tratados con
diferentes concentraciones de zinc.

HO: El contenido de zinc de los germinados de alfalfa tratados con diferentes
concentraciones no afecta parametros de crecimiento.

H1: El contenido de zinc de los germinados de alfalfa tratados con diferentes

concentraciones afecta parametros de crecimiento.
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Capitulo I

Revision de la Literatura

Brote o germinado

Los germinados representan la primera etapa de crecimiento de una planta, son el
resultado de un proceso que empieza desde la formacién de las semillas en las plantas con la
acumulacién de nutrientes como vitaminas, minerales, proteinas, grasas y carbohidratos que
luego se degradaran en elementos mas simples para ser utilizados como energia y nutrientes
para dar vida a nuevas plantas de su misma especie y continuar con su crecimiento y desarrollo
(Di Gioia et al., 2017).

Los germinados son alimentos que contienen altas concentraciones de proteinas,
vitaminas, enzimas, aminoacidos, azucares y fitoquimicos de gran importancia para la salud
humana; estos compuestos sufren transformaciones, los almidones se convierten en azulcares
mas simples, las grasas en acidos grasos, las proteinas en aminoacidos y oligopéptidos libres. Los
antinutrientes como el inhibidor de tripsina, acido fitico, pentosano, taninos disminuyen
favoreciendo la biodisponibilidad de los minerales (Sangronis & Machado, 2007). Para que
ocurra la germinacién se requiere de condiciones favorables de oscuridad, temperatura,
oxigenacion y humedad adecuada. Por la riqueza natural los germinados toman el nombre de
“alimentos biogénicos” (Di Gioia et al., 2017).

Historia del consumo de germinados

El consumo de germinados data desde los afios 3000 antes de Cristo, en China se
empez0 a utilizar los germinados para aliviar dolencias y enfermedades, los mas comunes
utilizados fueron los brotes de soja vy frijol, pasaron de ser usados con fines medicinales a ser

parte de la dieta. En el siglo XVIII se atribuyd a la bebida fermentada de brotes de soja un
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protector contra el escorbuto, enfermedad que acabd con tripulaciones enteras antes de
conocer las propiedades de la bebida medicinal (Vazquez, 2020).

Durante la segunda guerra mundial los germinados de soja se popularizaron llegando a
ser un alimento principal de la dieta de los norteamericanos, tanto asi que se emitia
comunicados con la finalidad de ensefiar a las personas a producirlos y tener reservas
alimentarias (Vazquez, 2020).

Uso de las semillas germinadas para el consumo humano

La popularidad de los brotes o semillas germinadas para el consumo humano data desde
los afios 80. Tomd importancia en la historia culinaria en los paises occidentales donde se
demandaban alimentos saludables, con sabores exdticos, dietéticos y de bajo procesamiento
industrial. Los germinados tienen caracteristicas peculiares que llaman la atencién de los
consumidores como su sabor, olor y color que se utilizan para decoracién y mejorar las
propiedades sensoriales de los platos de alta cocina. Los germinados pueden consumirse frescos
o semiprocesados como deshidratados, en polvos, jugos, etc., también se ha investigado el uso
de la harina de cereales germinados para la preparacién de pan, sin embargo, resulta no ser tan
efectiva para las propiedades fisicas del pan en el proceso de horneado. Una perspectiva
futuristica de consumir alimentos funcionales como los brotes ha ido incrementando en los

ultimos afos, demandando cada vez mas en el mercado (Benincasa et al., 2019).

Tipos de germinados

Los germinados se pueden clasificar en germinados de cereales, ricos en almidones
y proteinas que se transformaran en azucares simples y aminodcidos esenciales en el proceso de
germinacion; los germinados de verduras que tienen altas cantidades de compuestos

antioxidantes, antiinflamatorios, entre otras propiedades medicinales que estan ligados a
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compuestos bioactivos presentes en las plantas, también estan los germinados de leguminosas
gue aportan una mayor cantidad de vitaminas, minerales y proteinas a las que también se les
atribuye muchos beneficios medicinales hasta la cura al cancer (Arrieta, 2021).

Germinados mds consumidos en el mundo

Por la calidad nutricional, disponibilidad de semillas y bajo costo de produccidn, los
germinados mas consumidos en el mundo son principalmente leguminosas como la alfalfa, el
frijol mungo y brotes de soja (Keshri et al., 2019). En el mundo de los cereales los germinados de
trigo son uno de los mas consumidos y se utilizan para la preparacion de bebidas fermentadas,
harinas de germinados, jugos entre otros tipos de alimentos a base de este germinado (Arrieta,
2021).

Produccion de germinados

Para producir germinados, es importante realizar una correcta esterilizacién con
soluciones de hipoclorito de sodio con concentraciones bajas como 0,07% con una relacidn de
peso: volumen de las semillas y la solucién de 1:5 a 1:6. Se ha demostrado que el etanol a 70%
por 3 minutos puede ser eficaz para la esterilizacidn. Soluciones de sulfato de zinc ha sido
demostrado que es efectivo para inhibir ciertas bacterias aerobias, coliformes y levaduras,
ademads de mejorar las propiedades nutricionales de los germinados (Wu et al., 2012; Jribi et al.,
2019; Pajak et al., 2014).

El remojo también es muy importante para que la fase de latencia termine. Para el
remojo es necesario que se use agua estéril y que no contenga ningln tipo de contaminantes,
como el cloro que puede afectar la capacidad de germinacion, también es recomendable que el
agua tenga una temperatura entre 20 a 30 °C. El remojo se realiza empapando la semilla a una

relacion peso: volumen de 1g a 1,5 ml de agua, por varias horas. El tiempo de remojo dependera
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de las caracteristicas fisicas de las semillas, como su tamafio, grosor, capacidad absorbente, etc.
(Gan et al., 2017).

Las semillas empapadas deben ser sometidas a condiciones de oscuridad y temperatura,
también es importante regar a diario con agua limpia para mantener la humedad, prevenir el
estancamiento de agua para evitar el crecimiento de microorganismos; drenar el exceso de
humedad también permitira eliminar los antinutrientes liberados. Los dias de germinacién
dependen de la especie y el propdsito de consumo, generalmente la germinacion dura entre 3 a
7 dias con condiciones ideales de germinacién (Gan et al., 2017).

Los germinados son de facil y rapida produccién con un ciclo de produccion entre 4 a 10
dias, no requieren de grandes espacios ni de sofisticada tecnologia, pueden ser producidos de
forma casera, pero es importante mantener la inocuidad en el proceso. Son alimentos que se
consumen crudos por lo que la refrigeracion posproduccién es importante. Las semillas a usar
para la produccién de germinados deben ser de origen organico, para asegurar que no
contengan ningun tipo de agroquimicos téxicos para el consumidor (Di Gioia et al., 2017).
Generalidades de las semillas

Las semillas son unidades reproductivas (évulos maduros) que tienen la funcion de
perpetuar la especie y bajo este término, el término semilla es considerado cualquier parte
vegetal que tenga la capacidad de generar una nueva vida (Gutiérrez, 2002).

Las semillas pueden clasificarse en semillas ortodoxas y recalcitrantes, las primeras
tienen la particularidad que al disminuir su contenido de humedad interno pueden sobrevivir
durante largos periodos, mientras que las segundas no toleran la desecacidn y naturalmente

pueden sobrevivir junto con los tejidos del fruto donde se alojan (Doria, 1979).
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Estructura de las semillas

La semilla se conforma de estructuras especializadas en diferentes funciones para que
se realice el proceso de germinacién (Figura 1). El embridn es una parte importante que se
conforma de la radicula, plimula, hipocétilo y el cotileddn o cotiledones. La radicula cumple la
funcién de la absorcién de agua y nutrientes (Sanchez J., 2021).

La pliumula es una yema o un brote terminal que se conforma de las hojas y el tallo en
tamano diminuto antes de la germinacion y se encuentra en estado de latencia. El cotiledén es
un tejido de reserva que absorbe nutrientes en el proceso de formacion de las semillas y los
almacena hasta la activacion de la semilla para luego alimentar al embrién, en
monocotileddneas el cotileddn sirve para traspasar los nutrientes a través de ellos desde el
endospermo que es donde se almacenan la mayor cantidad de nutrientes (Gutiérrez, 2002).
Figural

Partes de la semilla

Plimula 2

Hipocétilo
Radicula
Micrépilo
Endospermo

Cotiled6n

Nota. La figura muestra la estructura de una semilla dicotiledénea.
Tomado de Partes de las semillas (p.1.), por Botanical-onlinge, 2020.
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Germinacion de las semillas

La germinacién empieza cuando la inactividad del embrién deshidratado se interrumpe
y se reinicia la actividad metabdlica. Inicia con la absorcion de agua, es decir la imbibicidn, y
termina en la elongacién de la radicula. La semilla consta del embrién, un tejido de
almacenamiento rico en nutrientes como el endospermo en los cereales y su cubierta externa, el
tegumento o testa (Nonogaki et al., 2010). Durante la imbibicidn las semillas sufren cambios
fisicos y quimicos. La capa mas externa se debilita y permite el ingreso de agua, ablandar las
paredes embrionarias para luego generar una gran actividad metabdlica, transcripcién de genes
y la formacién de organelos (Benincasa et al., 2019).

La ruptura del tegumento activa la oxigenacion provocando que la respiraciéon sea mas
rapida que en su estado de latencia activando procesos metabdlicos mds rapido; en este sentido

bajas temperaturas externas hacen que la germinacidn sea mas lenta (Gutiérrez, 2002).

Fases de la germinacion

La germinacién consta de tres fases, la fase 1, empieza con la imbibicién de la semilla
gue se da por diferencia de potencial hidrico en la semilla y la solucién del medio; su cinética de
absorcion depende de la estructura de la misma. En la fase 2, se activa el metabolismo celular,
dando paso a la respiracién, reparacidon mitocondrial reparacién del ADN, transcripciény
traslado de nuevos ARNm vy la fase 3, que consiste en la mayor movilizacion de reservas de
nutrientes, division celular, sintesis de ADN, movilizacién de los nutrientes de los tejidos de
reserva como el endospermo y por ultimo el crecimiento de la nueva plantula (Figura 2)
(Nonogaki et al., 2010).

La germinacién esta condicionada por factores intrinsecos y extrinsecos; para el primer

caso estd la viabilidad del embrién y tejidos de reserva, mientras que los factores externos que
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afectan son la dureza del tegumento y permeabilidad, temperatura, humedad, oxigenacion y

luminosidad (Sudrez & Malgarejo, 2010).

Figura 2

Esquema de la absorcion de agua y los eventos fisicos y quimicos que ocurren durante la

germinacion

Contenido de agua en la semilla y plantula
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Nota. La figura muestra las diferentes fases de la germinacién y la actividad celular.

Adaptado de Germination—Still a mystery (p.575), por Nonogaki et al., 2010, Plant

Science.

Tipos de germinacion

Existen dos tipos de germinacién, la germinacidn hipogea y epigea, en la primera el

hipocétilo se desarrolla y emerge hacia la superficie junto a los cotiledones que van a funcionar

como hojas funcionales, almacenando nutrientes y realizando la fotosintesis durante un periodo



de tiempo corto, mientras que la segunda los cotiledones no emergen del suelo o sustrato, el
epicétilo se alarga y genera las hojas verdaderas (Figura 3) (Gonzalez & Martinez, 2014).
Figura 3

Tipos de germinacion. A. Germinacion Hipogea, B. Germinacion epigea

A -
o
7 ;‘
4
primordio fokar /
|
@ epicotilo
cotileddén
radicula
raiz peimana -
\
B
primordio foliar
cotiledén
h‘DOfJéfilo testa ~ cotiledon “ppicosio
testa hipocétio

Nota. La figura muestra los tipos de germinacion, A. germinacién
hipogea. B. germinacion epigea. Tomado de Aspectos fisioldgicos,
bioquimicos y expresion de genes en condiciones de déficit hidrico.
Influencia en el proceso de germinacion (p.24), por Gonzilez &
Martinez, 2014, Cultivos tropicales.
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indices de germinacion

En la actualidad los rendimientos de los productos agricolas cada vez son mas
demandante y producir alimentos cada vez es un desafio por lo que implica adquirir semillas de
excelentes caracteristicas fisicas, sanitarias fisioldgicas y ademds de calidad genética,
considerandose factores importantes para obtener altos rendimientos en la produccién agricola.
Una de las pruebas que se realiza para saber si una semilla tiene buenas caracteristicas de
germinacidn es la capacidad de germinacidn que esta condicionada por factores intrinsecos y
extrinsecos (Lopez et al., 2016).

Prueba de germinacion estandar

Se realiza para evaluar la capacidad que tienen las semillas en condiciones éptimas de
factores ambientales como la temperatura, humedad, luz, etc., y en base al nimero de semillas
germinadas se determina el porcentaje de germinacién. Sin embargo, esta prueba no es
eficiente porque sobreestima otros parametros como el vigor de las semillas que también es
importantes para determinar la viabilidad de las de las mismas, lo cual es de mayor importancia
ya que las semillas con mejor vigor son menos susceptibles a condiciones adversas, estos
atributos estaran determinados por las condiciones en las que hayan sido producidas las
semillas como el almacenamiento y transporte (Lépez et al., 2016).

Para evaluar correctamente la germinacién de las semillas es importante observar las
plantas con caracteristicas normales y anormales, ademds se debe medir la longitud de las
plantas normales y determinar el peso seco. Las plantas normales se consideran a las que tienen
un buen crecimiento, el doble del tamafio de la semilla, sin dafios en el tejido, mientras que las
anormales son plantas que no tienen un buen crecimiento, poco desarrollo de los cotiledones,

deformaciones, dafios en los tejidos, etc., este resultado se expresa como el porcentaje de
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plantas germinadas normales, y para germinacién se toman en cuentas las normales y no
normales (Figura 4) (Lopez et al., 2016).
Figura 4

Plantulas normales y anormales de soja

Nota. El grafico muestra la germinacion normal y anormal de semillas de

soja. Tomado de Técnicas Para Evaluar Germinacion, Vigor y Calidad
Fisiolégica de Semillas Sometidas a Dosis de Nanoparticulas (p.135), por
Lépez et al., 2016, Centro de Investigacidn en quimica Aplicada (CIBQ).

Generalidades de la alfalfa (Medicago sativa)

La alfalfa es un cultivo ampliamente usado como fuente principal de fibra y proteina,
con un alto valor nutricional, ademas tiene la capacidad de fijar nitrégeno en los suelos, desde
88 kg/ha/afio hasta 700 Kg/ha/afio (Campillo et al., 2003). Puede aportar con hasta 450 kg de
proteina/Ha/afio, ademas posee raices que penetran las capas mas profundas del suelo que le
permiten soportar largos periodos de sequia y asi mejorar la fertilidad y estructura de los suelos

(Flérez, 2015).
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Origen

Es una de las leguminosas forrajeras mas antiguas e importantes del mundo que fue
domesticada para la nutriciéon de animales de granja para la produccién de leche y carne. Se
cree que su origen proviene de donde hoy conocemos como Irdn y Turquia. Fue cultivada por los
Medos a los que se debe su nombre cientifico, Medicago sativa que significa cultivada por los
Medos. Era muy apetecida por los arabes quienes la denominaban como al-fasfasa que significa
“el mejor de los forrajes’, pero después de su difusidon por Europa y Asia Central, en Espafia, se
cambid su nombre por alfalfa y se distribuyé por medio de los conquistadores hacia toda
América (Michaud et al., 1988). Se relaciond con la alimentacidn de los caballos y el poderio
militar en los 700 A.C. Es una leguminosa forrajera muy importante a nivel mundial que se
adapta muy bien a diferentes condiciones climaticas, es resistente a periodos invernales y de
sequia prolongados, también es resistente a enfermedades. Se cultiva desde zonas heladas de
Canad3, China, zonas templadas de Chile hasta zonas desérticas de México y norte de Sudafrica.
Utilizada mayormente en la nutriciéon animal, es el mejor forraje para la produccién de leche

(Putnam & Orloff, 2014).

Clasificacion taxonémica

Segun Florez (2015), la alfalfa pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoideae, género Medicago y especie Medicago sativa.
Descripcion botdnica

La alfalfa es una planta leguminosa, perenne, de crecimiento erecto que puede ser
cultivada en diferentes zonas climaticas. Puede crecer desde 60 a 100 cm de alto. Puede ser
cultivada entre los 700 y 2800 m.s.n.m. La temperatura éptima para su desarrollo fluctua entre

los 10 a 25 °C. Se adapta muy bien a suelos profundos y drenados, la raiz principal puede
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alcanzar profundidades de hasta 6 metros, lo que le permite sobrevivir a la sequia. Tolera los
suelos alcalinos por lo que su desarrollo se limita a un pH inferior de 5. Es una especie de
fotoperiodos largos, mas de 12 horas. Sus hojas son trifoliadas y sus flores color azuladas o
purpura (Flérez, 2015).
Alfalfa para consumo humano

Puede ser un suplemento nutricional muy importante, no solo para animales sino
también para el ser humano. Al ser un alimento con un alto valor nutricional se puede consumir
de diferentes formas. En Europa es tipico el consumo de brotes de alfalfa en ensaladas, y otros
alimentos. También se fabrican comprimidos o polvos para comercializarlos como suplemento
de minerales, vitaminas y antioxidantes atribuyéndole propiedades medicinales que ayudan a
combatir la diabetes, aterosclerosis, trastornos cardiacos, hipercolesterolemia hasta la ansiedad
(Flérez, 2015).
Composicion nutricional de germinados de alfalfa

Los germinados de alfalfa son muy ricos en nutrientes como proteinas, fibras, bajo
contenido de grasa y contenido calérico. Son ricos en minerales como el calcio, fésforo,
magnesio y potasio. Contienen una cantidad importante de Vitaminas A, By C (Tabla 1).
Tabla 1

Composicion nutricional de brotes de alfalfa

Nutriente Unidad Valor por 100 g de brote
Agua g 91,14
Energia Kcal 29
Proteina g 3,99

Lipido total g 0,69



33

Nutriente Unidad Valor por 100 g de brote
Carbohidratos g 3,78
Fibra, dietética total g 2,5
Ceniza g 0,4
Minerales
Calcio (Ca) mg 32
Hierro (Fe) mg 0,96
Magnesio (Mg) mg 27
Fosforo (P) mg 70
Potasio (K) mg 79
Sodio (Na) mg 6
Zinc (Zn) mg 0,92
Cobre (Cu) mg 0,157
Manganeso (Mn) mg 0,188
Selenio (Se) mg 0,6
Vitaminas
Vitamina C mg 8,2
Timina mg 0,076
Riboflavina mg 0,126
Niacina mg 0,481
Acido pantoténico mg 0,563
Vitamina B-6 mg 0,034
Folato total ug 36
Vitamina B12 Ug 0
Vitamina A, Ul U 155
Vitamina A, RE pug RE 16
Vitamina E mg ATE 0,02
Aminodcidos
Treonina g 0,134
Isoleucina g 0,143
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Nutriente Unidad Valor por 100 g de brote
Leucina g 0,267
Lisina g 0,214
Valina g 0,145

Nota. Adaptado de Central de datos de alimentos (p. 1), por USDA, 2019,
Agricultural Research Service.

Condiciones optimas de germinacion de alfalfa

Segun Diaz (2020), la alfalfa puede germinar en rangos de temperatura entre 2 y 30 °C,
pero se puede considerar 26 °C como la temperatura dptima de germinacion. La alfalfa germina
en 2 a 3 dias, en condiciones éptimas de temperatura, humedad y oxigeno. Para la produccién
de germinados se deja germinar entre 4 a 5 dias para obtener el mayor rendimiento y también
va a depender de la temperatura de germinacién. Ideal es obtener brotes o germinados de 2 a 3

y hasta 4 centimetros (Costas, 2012).

Produccion de germinados de alfalfa

Las semillas que se van a utilizar para germinar y consumir no deben ser tratadas con
ningun tipo de agroquimico que comunmente se usa para desinfectar las semillas antes de la
siembra; deben ser de origen organico y en lo posible contar con una certificacién (Apostol et
al., 2017).

La germinacién se puede realizar en envases de vidrio, bandejas pldsticas o de acero
inoxidable. Es importante que el recipiente o sitio de produccidn permita el drenaje del exceso
de humedad y una adecuada aireacién, también se debe considerar desinfectar las superficies
antes de iniciar el proceso. Se debe remojar las semillas en agua tibia o a temperatura ambiente

durante 4 a 7 horas. Toma entre 4 a 7 dias para que ocurra la germinacién en condiciones
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Optimas. Se debe enjuagar las semillas con agua limpia cada dia, para mantener la humedad y
eliminar residuos (Apostol et al., 2017).

La luz no es importante en la germinacion, sin embargo, si se quiere obtener un color
mas verdoso por fijacidn de clorofila y sabores mds intensos se debe exponer a la luz. A partir
del cuarto a quinto dia los germinados estan listos para ser secados, envasados y conservados
en refrigeracion de 4 a 7 °C si el consumo no es inmediato (Apostol et al., 2017).

Los germinados se pueden cosechar una vez alcanzado los 2,5 a 3 cm de longitud, a
temperatura dptima se logra obtener germinados con estas caracteristicas a los 5 dias, en esta
etapa los germinados se encuentran en la actividad metabdlica mas alta, por ende, su valor

nutricional también (Arrieta, 2021).

Fortificacion de alimentos

La fortificaciéon es un método que permite mejorar el contenido nutricional de los
alimentos utilizando técnicas de mejoramiento genético, transgénesis o practicas agrondmicas.
En leguminosas no se ha realizado muchos trabajos sobre biofortificacion en la Ultima década a
comparacién con el arroz, trigo y maiz, pero es una forma factible para reducir un problema de
desnutricién a la poblacién en general o ciertos grupos de una poblacidon (Kumar & Pandey,
2020).
Tipos de fortificacion

Segun Allen et al. (2017) la fortificacidn de alimentos se puede hacer de varias formas.
La fortificacion masiva, es anadir una cierta cantidad de micronutrientes a los alimentos de
primera necesidad que se consumen con mayor frecuencia como las harinas, cereales,
productos lacteos, etc. Este tipo de fortificacion estd dirigido para un grupo de personas mas

grandes, como de una regién, un continente o la poblacidén en general que enfrente el riesgo de
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carecer de micronutrientes. También existe la fortificacién focalizada que trata de enmendar las
carencias nutricionales de ciertos grupos afectados como nifios de edades tempranas, lactantes
y mujeres embarazadas, a los que se le suministra un tipo de alimento fortificado como galletas,
preparados, entre otros, para cubrir sus requerimientos diarios; por ultimo, la fortificacion
orientada por el mercado que tiene como fin comercializar productos fortificados como
alimentos procesados adicionados con micronutrientes. Este tipo de fortificacion puede
contribuir positivamente en la salud del consumidor cubriendo las necesidades de nutrientes
reduciendo el riesgo de déficit de micronutrientes. Es mas comun en paises industrializados,
mientras que en paises en desarrollo sigue siendo limitado.
Suplementacion

Es la accion de adicionar altas concentraciones de micronutrientes en los alimentos, con
dosis especificas que aportan lo necesario para cubrir el requerimiento de micronutrientes
diarios. Los suplementos se pueden encontrar en diferentes presentaciones, como cdpsulas,
jarabes, polvos, concentrados, etc., y tienen la capacidad de ser absorbidos con mayor eficiencia

(Allen et al., 2017).

Deficiencia de nutrientes

Segun Singh et al. (2016), la desnutricién por falta de micronutrientes a nivel mundial
alcanza alrededor de 2000 mil millones de personas en el mundo, provocando una variedad de
problemas en la salud. La desnutricidn afecta sobre todo a madres embarazadas y como
consecuencia los nifios que nacen y en edades muy tempranas padecen de baja capacidad
cognitiva, sistemas inmunes débiles, bajo crecimiento, hipogonadismo, entre otras afecciones.

Las dietas predominantes en cereales como el arroz, trigo y maiz es una de las causas de la
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desnutricién. Los antinutrientes presentes en estos alimentos disminuyen la biodisponibilidad

de elementos claves para el buen funcionamiento del organismo, como son el hierro y el zinc.

Biodisponibilidad de los nutrientes

La biodisponibilidad de los nutrientes se define como la cantidad de nutrientes que son
absorbidos y asimilados por el organismo. Esta se ve afectada por los factores antinutricionales
o antinutrientes presentes principalmente en los cereales y legumbres (Torres et al., 2018).
Existen diferentes formas de suministrar nutrientes al organismo como la suplementacién a
través de tabletas, concentrados o jarabes con la ventaja de ingerir un nutriente o varios en
cantidades especificas, de acuerdo al requerimiento, sin embargo, pueden resultar costosos y

ser poco accesibles para los mas vulnerables (Allen et al., 2017).

Factores antinutricionales

Son sustancias presentes en los cereales y legumbres que inhiben la absorcién de ciertos
minerales como el calcio, hierro, potasio, magnesio y zinc. Su funcidn es de defensa frente a
fitopatégenos y depredadores, actuan bloqueando la digestién de las semillas y la asimilacion de
nutrientes en el tracto digestivo para luego ser dispersadas a través de las heces del animal
permitiendo su desarrollo y reproduccién. El consumo excesivo puede llegar a ser perjudicial,
ademas de impedir la asimilacién de nutrientes, pueden provocar flatulencias, problemas
estomacales, entre otros. Sin embargo, esta demostrado que el consumo de estos compuestos
bioactivos puede ser beneficiosos para tratar, prevenir y combatir ciertas afecciones en la salud
por lo que también se denominan compuestos no nutricionales (Chaparro et al., 2009).
Proteinas antigénicas

Son responsables de alergias ya que al ser absorbidas son rechazadas por el sistema

inmune produciendo anticuerpos que generan una variedad de reacciones gastrointestinales y
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cutaneas. Son resistentes a la desnaturalizacién por calor y por la accidn enzimatica del sistema
digestivo. Procesos como la germinacion y fermentacion son mas eficaces para disminuir la
cantidad de componentes antigénicos. Por lo general se encuentran en leguminosas como la
soya, oleaginosas como el mani, también, la leche, huevos, mariscos, entre otros (Chaparro et
al., 2009).
Las saponinas

Son responsables del sabor amargo de semillas crudas como la soya y quinoa. Su
actividad antinutricional es baja. Se absorben en el intestino afectando la absorcidn del hierro y
el zinc. Se atribuyen propiedades antimicadticas, antivirales, antitumorales, antitrombdtica,
diurética, entre otras. Ademads, son precursoras de hormonas y corticoides (Chaparro et al.,

2009).

Los inhibidores de proteasas

Son compuestos de naturaleza proteica que forman complejos con enzimas
comprometiendo la actividad catalitica de las enzimas alterando la digestion proteica. Se
encuentran principalmente en semillas de leguminosas como la soya y el frijol. Se puede

eliminar con tratamiento térmico, germinacién y fermentacion (Chaparro et al., 2009).

Las lectinas

se encuentran en forma de glicoproteinas en plantas, al unirse con las glicoproteinas de
glébulos rojos estos se aglutinan por lo que también se denominan fitohemaglutininas. Se
adhieren a carbohidratos causando dafios en las paredes del intestino delgado y el yeyuno

impidiendo la absorcién y transporte de nutrientes (Chaparro et al., 2009).
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Los taninos

Son compuestos polifendlicos que tienen la capacidad de formar complejos con el hierro
y unirse a proteinas y a otros antinutrientes como las saponinas inhibiendo la biodisponibilidad y
la digestidn de nutrientes (Chaparro et al., 2009).

Acido fitico (AF)

El 4cido fitico (AF) o hexafosfato de inositol (IP6) es la principal forma de reserva de
fosforo en los cereales y leguminosas como los frijoles. Este fésforo no se encuentra
biodisponible para los animales y humanos ya que estos carecen de la enzima fitasa que
descompone la estructura molecular del 4cido fitico (Matos et al., 2002). El AF tiene la capacidad
de quelar o atrapar cationes como el hierro y el zinc, entre otros. Los minerales quelados al ser
ingeridos no son asimilados por el organismo, dando paso a una carencia de micronutrientes y
como consecuencia la desnutricion (Matos et al., 2002).

El acido fitico esta conformado por una gran cantidad de grupos fosfatos cargados
negativamente, lo que le permite formar complejos insolubles con minerales y proteinas, (Figura
5) impidiendo su absorcidon en el intestino. Un aumento de acido fitico en la dieta significa la
disminucién de la absorcion intestinal del zinc, hierro, calcio y otros microelementos
importantes para un buen funcionamiento del organismo. Se encuentra en la matriz vegetal,
unido a los oligoelementos y otros nutrientes dificil de separarse entre si por su alta capacidad
de formar complejos minerales, pero la absorcidn de estos minerales en las dietas dependera de

factores como la solubilidad, la cantidad de fibra ingerida y acido fitico (Lopez et al., 2002).
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Figura 5

Molécula de dcido fitico AF y la interaccion con minerales y proteinas
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Nota. La figura muestra la propiedad quelante del fitato y
proteinas y minerales. Nota. Tomado de Acido fitico: Aspectos
nutricionales e implicaciones analiticas (p, 219), por Martinez et
al., 2002, Archivos Latinoamericanos de Nutricidn.

En las plantas el 80% del fosforo se encuentra en forma de fitato, principalmente en las
semillas de leguminosas, cereales y oleaginosas. En los cereales como el trigo y el arroz reservan
la mayor cantidad de 4cido fitico en las aleuronas, por lo que el descascarado reduce la mayor
cantidad de antinutrientes. En leguminosas el dcido fitico se encuentra en los cotiledones y ejes
embrionarios, pero es mas soluble en agua. En las semillas el AF se encuentra atrapando muchos
minerales y la unién con proteinas es dependiente del pH; en un pH neutro la molécula de acido

fitico es muy quelante (Martinez et al., 2002).
Funciones fisioldgicas del dcido fitico AF en las plantas
La funcién mds importante del acido fitico en las plantas es de reservar fésforo que

serd utilizado como fuente de energia, de cationes y ademas de proteger a las semillas de
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depredadores también puede inducir a la latencia en las semillas (Martinez et al., 2002). La
cantidad de AF presente en las semillas varia en relacidn con las condiciones ambientales a las
gue se encuentren, factores genéticos y cantidad de fésforo presente en el medio donde se
encuentren las semillas, se relaciona con funciones como el metabolismo de los almidones por
homeostasis del fédsforo, también participa en la seiializacién celular y desarrollo del ARN (Raboy
etal., 2001).

Zinc (Zn)

El zinc es un micronutriente crucial para la vida debido a que tiene un rol muy
importante en multiples funciones fisioldgicas del organismo, regula muchas funciones vitales
del cuerpo (Baczek et al., 2020). Es un elemento abundante en el cuerpo humano, se encuentra
principalmente en el citosol debido a que es un ién intracelular. La cantidad de zinc presente en
una persona adulta es de 1 a 2,5 gramos (Rubio et al., 2007).

Actula en multiples funciones vitales, como numerosas funciones cataliticas, ademas es
un componente estructural de muchas enzimas y proteinas, y una gran cantidad de procesos e
interacciones bioldgicas que dependen de este microelemento por lo que un desequilibrio
puede afectar el correcto funcionamiento y desarrollo de los seres vivos (Maret & Sandstead,
2006).

Alrededor de 2000 mil millones de personas en el mundo padecen de deficiencia de
zinc, particularmente en el este de Asia, donde su principal alimento es el arroz, por lo que la
deficiencia de zinc es reconocida como un problema de salud mundial (Wei et al., 2012). La
deficiencia de zinc se relaciona con el consumo de cereales, ciertos pseudocereales y legumbres,
como dieta principal de las personas. Son los paises en desarrollo los mas afectados por esta

problematica (Di Gioia et al., 2019).



42

La deficiencia de Zn ha causado hasta 450,000 muertes de nifios menores de 5 afios por
afio. La falta de Zn conduce a padecer de anorexia, falta de apetito, pérdida del sentido del
olfato, gusto, poco desarrollo y crecimiento, sistemas inmunes débiles entre otros signos y
sintomas (Lingyun et al., 2016).

Funciones fisioldgicas del zinc

El zinc es un reductor de estrés oxidativo, actia como cofactor en mas de 300
reacciones enzimaticas, regula las funciones estructurales, la divisidn celular, la expresion
génica, la transmisién neuronal y el desarrollo de drganos, fortalece el sistema inmune y el
desarrollo de funciones cognitivas. Su deficiencia en la alimentacién puede acarrear riesgos de
morbilidad y mortalidad (Jribi et al., 2019). Ademas de otras funciones vitales como la funcion
cerebral, es un neuromodulador en la sinapsis, crecimiento y proteccién celular ya que es un
citoprotector que tiene propiedades antioxidantes, antiapoptodticas y antiinflamatorias (Rubio et
al., 2007).

El zinc interviene en la formacién de los huesos, es un constituyente de la matriz del
tejido dseo y activador de varias metaloenzimas. Es indispensable en la madurez sexual, la
fertilidad y reproduccidn; interviene en la regulacion sanguinea, es un regulador de diferentes
mediadores de la inmunidad como enzimas y citoquinas. También actua en procesos
bioquimicos como la respiracion celular, formacién de ADN Y ARN y proteccién de la membrana
celular (Rubio et al., 2007).

Ingesta recomendada de zinc

La ingesta diaria recomendada (IDR) se define como los niveles de ingesta de nutrientes

esenciales, son fijados en funcidn de pardmetros como edad, sexo, fisiologia por los comités

nacionales e internacionales en base a los estudios cientificos. Estos requerimientos se miden
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mediante estudios de pérdida de zinc enddgeno. Esta pérdida oscila entre 1,3 y 4,6 mg. dia™. La

ingesta diaria recomendada varia entre 8 y 13 mg. dia® (Tabla 2) (Rubio et al., 2007).

Tabla 2

Ingesta diaria recomendada de Zn

Grupodeedad Zn(mg/dia) Grupodeedad Zn(mg/dia)

Lactantes Mujeres
0-6 meses 2 9-13 afios 8
7-12 meses 3 14-18 afios 9
Nifios 19 270 afios 8

1-3 afios 3 Embarazo
4-8 afios 5 <18 afios 12
Hombres 19-50 afios 11

9-13 afios 8 Lactancia
14->70 afos 11 <18 afios 13
19- 50 afios 12

Nota. Adaptado de El zinc: Oligoelemento esencial (p, 101), por Rubio

et al., 2007, Nutricién Hospitalaria.

Fortificacién con zinc

La administracion de Medicamentos y Alimentos de los EEUU (FDA) determina cinco
compuestos de zinc puedan ser usados para la fortificacion de alimentos, el sulfato de zinc,

cloruro de zinc, gluconato de zinc, éxido de zinc y estearato de zinc (Boccio & Monteiro, 2004).

Oxido de zinc

Es comUnmente usado para la fortificacion de cereales en los paises industrializados, es

de bajo costo, no afecta a las propiedades organolépticas en concentraciones bajas pero su
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biodisponibilidad también lo es, siendo nutricionalmente no atractivo para la fortificacion
(Boccio & Monteiro, 2004).
Sulfato de zinc

Se absorbe con mayor eficiencia en comparacién del 6xido de zinc, su precio es mas
elevado y ademas puede cambiar las propiedades organolépticas de los alimentos en

concentraciones muy altas (Boccio & Monteiro, 2004).

Citrato de zinc

Este compuesto ha tenido poco éxito en el uso para fortificacién de alimentos, su sabor
es muy fuerte y dificil de esconder y asimilar afectando la propiedad sensorial del alimento
(Boccio & Monteiro, 2004).
Gluconato de zinc

Se ha usado en la industria lactea y de jugos debido a que es un compuesto que no
afecta el sabor del alimento. Es uno de los compuestos mds importantes para considerarse en la

fortificacion industrial de alimentos (Boccio & Monteiro, 2004).

Biodisponibilidad del zinc en el organismo

La absorcidn intestinal del zinc y su utilizacidén en el organismo estd condicionada por los
componentes ingeridos en la dieta como lo es el acido fitico que es el principal determinante de
la absorcidn de este oligoelemento muy importante para el correcto funcionamiento del
organismo. El AF quela muy fuertemente al zinc provocando su baja biodisponibilidad. Este
efecto inhibidor del AF se puede estimar por proporciones molares de AF sobre el zincen la

dieta. Una proporcién molar superior a 15:1 inhibe la absorcidn de zinc (Lopez et al., 2002).
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Segun Borelli et al. (2007), la biodisponibilidad del zinc en el organismo se determina
por la relacién molar acido fitico AF/Zn presente en los alimentos, mientras mayor sea la
relacidon, menor serd la biodisponibilidad del zinc en el organismo, es decir, la biodisponibilidad
del zinc puede variar dependiendo de la cantidad de acido fitico presente en el alimento y el
contenido mineral como se muestra en la (Tabla 3).

Tabla 3

Relacion molar dcido fitico AF:Zn y la biodisponibilidad de zinc que representa en porcentaje

Relacién molar (AF:Zn) Biodisponibilidad Zinc (%)

<5 >50%
5-15 30%
15-30 15%
>30 10%

Nota. Adaptado de Interaccidon calcio-fitato-cinc en yogures
con cereales (p. 26), por Borelli et al., 2007, Revista Espafiola
de Nutricion Comunitaria.

La biodisponibilidad de los minerales se ve afectada por muchos factores, entre ellos se
encuentran los factores antinutricionales presentes en los alimentos, pero ademas también es
afectado por la cantidad de minerales versus la cantidad de compuestos antinutricionales
ingeridos, el tiempo en el que es consumida una fuente mineral con una que contenga altas
cantidades de acido fitico, la absorcion intestinal, la fitasa intestinal y bacterias presentes,
cantidad de proteinas y fibra que competiran y disminuiran la quelacidon de minerales, la
adaptacion del organismo a elevadas cantidades de acido fitico, entre otros (Dominguez et al.,

2002).
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Capitulo I
Metodologia
Ubicacién del sitio de estudio

El proyecto de investigacion se realizé en los laboratorios de fisiologia vegetal y
principios activos de la carrera de ingenieria agropecuaria IASA 1 con coordenadas 0°23'05.7"S
78°24'54.1"W, (-0.384903, -78.415017) ubicado en la Hacienda El Prado, parroquia San
Fernando, cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha (Figura 6).

El laboratorio de fisiologia vegetal y principios activos, sitio donde se llevé a cabo la
germinacion tiene una temperatura promedio de 13°C, una temperatura maxima de 22 °Cy una
minima de 8°C (Intriago, 2021).

Figura 6

Ubicacion geogrdfica del laboratorio de fisiologia vegetal y principios activos

Nota. Esta figura muestra la ubicacién del laboratorio de fisiologia vegetal y principios

activos de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA |. Tomado de Google Earth, 2021.
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Establecimiento del experimento

Preparacion de las semillas

Para la investigacion se adquirio 225 gramos de semillas de alfalfa para germinados con
certificacidn organica, para asegurar que la semilla no contenga agroquimicos toxicos que
afecten la salud del consumidor y atente contra la seguridad alimentaria (Figura 7A). Se pesaron
15 gramos de semillas en vasos pldsticos para cada tratamiento y se desinfectd con una solucién
de hipoclorito de sodio (1%) durante 5 minutos, cubriendo todas las semillas de forma
homogénea (Figura 7B). Luego se enjuagd con agua destilada y estéril tres veces para eliminar el
residuo de hipoclorito de sodio (Jribi et al., 2019).
Preparacion y aplicacion de diferentes concentraciones de zinc

Para la preparacion de las soluciones con diferentes concentraciones de zinc se basé en
la metodologia modificada de Baczek et al. (2020). Se prepard una solucién madre con una
concentracion de 1000 mg. L'? de ZnS04.7H,0 para obtener una alicuota de 50 ml por cada
tratamiento con 5 concentraciones de zinc (0, 10, 20, 30 y 40 ug. ml) (Tabla 3). Se utilizé agua
destilada y esterilizada y se agregaron las semillas junto con las diferentes soluciones en frascos
de vidrio de 750 ml previamente esterilizados en una autoclave GEMMY SA-300H a una
temperatura de 121°Cy presion de 120 bares durante 20 minutos. Los frascos fueron acoplados
con tapas para germinados Soligt y se dejoé remojar durante 4 horas (tiempo recomendado por
el fabricante) (Figura 7C). Para la concentracion 0 se remojo las semillas con agua esterilizada y
se drend el exceso de humedad. Las semillas fueron germinadas en condiciones controladas en
una incubadora BIOBASE a 20°C durante 5 dias en total oscuridad (Figura 7D). Para compensar la

pérdida de agua por evaporacién se asperjé agua estéril cada 24 horas.



Figura 7

Preparacion de germinacion de semillas de alfalfa

—_—

Nota. A. semillas de alfalfa organicas, B. Desinfeccidn semillas, C. Remojo en
diferentes concentraciones de zinc, D. Germinacion en incubadora.

Prueba de germinacion

Para la prueba de germinacion, se establecio el experimento con las mismas condiciones
gue el experimento inicial, sin embargo, las semillas fueron distribuidas en cajas Petri, previamente
esterilizadas, 100 semillas por caja y 3 repeticiones por tratamiento (Figura 8). Las semillas fueron
germinadas en una incubadora BIOBASE a 20°C y fueron asperjadas con agua estéril para mantener la

humedad.
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Figura 8

Prueba de germinacion in vitro

Nota. Germinacién de semillas de alfalfa in vitro bajo
condiciones controladas.

Prueba organoléptica

Para el andlisis sensorial se prepard 5 tratamientos bajo las mismas condiciones del
experimento inicial, se coseché los germinados, se enjuagaron y se drenaron. Luego se preparé
una sala de degustacién en el laboratorio de postcosecha de la carrera de ingenieria
agropecuaria IASA I. La prueba se realizé con 20 participantes subdivididos en grupos de 5
personas. Se le brindd a cada participante una muestra de 1 gramo del producto fresco de cada
tratamiento que habia sido almacenado y refrigerado a una temperatura entre 2y 4 °C. Se
suministré un vaso con agua para que los participantes puedan enjuagar su boca por cada
degustacién (Figura 10). También proporciond a cada participante, una ficha o cartilla de
catacion donde la variable pudo ser evaluada en una escala del 1 a 3 siendo 1 la calificacién mas

baja y 3 la mas alta (Figura 9).



Figura 9

Cartilla de degustacion para evaluar la propiedad organoléptica del sabor respecto al amargor

GERMINADOS DE ALFAFA FORTIFICADOS
SABOR (AMARGOR)

NOMBRE:

FECHA: 30/09/2021

Marcar con una X

MNada Poco Amargo (3)
Amargo (1) | Amargo (2)

Codigo Muestra

Coédigo Muestra

Codigo Muestra

Codigo Muestra

Observaciones.

Nota. Cartilla de degustacién para prueba sensorial.

Figura 10

Andlisis sensorial a nivel del sabor de germinados de alfalfa

Nota. Participantes degustando muestras de
germinados de alfalfa.



Disefio experimental

Factores y tratamientos

Las unidades experimentales fueron cada frasco de germinacion con 15 gramos de

semillas de alfalfa tratadas con diferentes concentraciones de zinc (0, 10, 20, 30 y 40 pg. ml?)

que fue el factor de estudio, teniendo asi, 5 tratamientos incluido el control, con tres

repeticiones, dando un total de 15 unidades experimentales (Tabla 4). La disposicién de los

tratamientos se muestra en la (Figura 10).

Tabla 4

Descripcidn de los tratamientos

Tratamiento

Descripcion

Zn (pug. ml?)
T1 0
T2 10
T3 20
T4 30
T5 40

Nota. Esta tabla muestra los tratamientos, T1=7Zn 0 ug. mlI
1 T2=27Zn 10 pg. mI, T3=Zn 20 pg. ml?, T4= Zn 30 pg. ml?,

T5=Zn 40 pg. ml?,

Tipo de diseno

El experimento se dispuso bajo un disefio completamente al azar DCA con 3
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repeticiones, para las variables: porcentaje de germinacién, longitud del germinado, contenido

de zinc, acido fitico, peso seco, rendimiento bioldgico, relacion acido fitico: zinc (AF:Zn). El

modelo matematico fue el siguiente:
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Yij= U+Zi+€ij

Donde:
Y;; = Variable de respuesta
u = media general
Z; = efecto de la i-ésima concentracién de Zn
€= Error experimental
Figura 11

Disposicion de los tratamientos

Nota. Esta figura muestra la disposicion de los
tratamientos, T1=Zn 0 pg. ml?, T2=Zn 10 pg. ml?, T3=Zn
20 pg. mlt, T4=Zn 30 pg. ml?, T5=Zn 40 pg. ml™.

Para la prueba organoléptica (Sabor) se analizé mediante un disefio en bloques
completamente al azar DBCA. Cada catador fue un bloque, teniendo asi 20 bloques para cada

tratamiento (Tabla 5). Los datos se analizaron con estadistica descriptiva y se realizé una prueba
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de comparacion de medias de Duncan al 5%. La disposicién de los bloques se muestra en la
(Figura 12). El modelo matematico es el siguiente:

Yi=u+Zi+ G+ g

Donde:
Yij = Sabor
u = media general
Z; = efecto de la i-ésima concentracién de Zn
C;= efecto del j-ésimo catador (Bloque)
&= Error experimental
Figura 12

Disposicion de bloques y tratamientos

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20

T2 | T5 | T1L | T5 | T4 [ T3 | T5 [ T4 | T5 | T5 T1 T1 T3 T3 T4 T4 T4 T2 T4 T4

T4 | T1 | T5 (T3 | T2 [ T5 | T2 | T5 | T1 T4 T4 T4 T2 T4 T5 T2 T3 T1 T5 T5

T5 | T4 | T3 | T1 (T3 | T4 | T1 | T2 | T3 T1 T3 T5 T1 T2 T1 T3 T2 T5 T1 T2

T3 | T2 | T4 | T4 | T5 | T1 | T4 | T1 | T2 T3 T5 T3 T5 T5 T2 T5 T1 T3 T3 T3

TL | T3 | T2 | T2 | T1 (T2 | T3 (T3 | T4 | T2 T2 T2 T4 T1 T3 T1 T5 T4 T2 T1

Nota. Esta figura muestra la disposicion de los tratamientos, T1=Zn 0 pg. ml?, T2=Zn 10 pg. ml?,
T3=2Zn 20 pg. ml?, T4=Zn 30 pg. ml?, T5= Zn 40 pg. ml?, B1... B20= Bloques (Catadores).



Tabla 5

Disposicion de los tratamientos evaluados a nivel organoléptico

Bloques (Catadores)

Tratamientos

O 00 N O UL b WN B

N R R R R R R R R R R
O VW O N OULl b W N - O

T2
5
T1
TS5
T4
T3
TS5
T4
5
TS5
T1
T1
T3
T3
T4
T4
T4
T2
T4
T4

T4
T1
5
T3
T2
5
T2
TS5
T1
T4
T4
T4
T2
T4
5
T2
T3
T1
5
5

5
T4
T3
T1
T3
T4
T1
T2
T3
T1
T3
5
T1
T2
T1
T3
T2
5
T1
T2

T3
T2
T4
T4
T5
T1
T4
T1
T2
T3
T5
T3
T5
T5
T2
T5
T1
T3
T3
T3

T1
T3
T2
T2
T1
T2
T3
T3
T4
T2
T2
T2
T4
T1
T3
T1
5
T4
T2
T1

Nota. T1=Zn 0 pug. ml%, T2=Zn 10 pg. ml?, T3=Zn 20 pg. ml?, T4=Zn 30 pg. mlL, T5=Zn

40 pg. mlt.

Variables evaluadas
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Para la materia seca se determind usando el método descrito por (Mattioli et al., 2019),

los germinados previamente drenados se colocaron en bolsas de papel, se pesaron y se llevaron

a secado en un horno a temperatura constante de 60°C por 36 horas, después se pesd

nuevamente.
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La longitud del germinado se midio utilizando el software ImagelJ y una cdmara de
celular de 48 megapixeles (Figura 13). La medicidn se realizé al finalizar el ciclo de produccion,
es decir, al quinto dia y se tomd la medida desde el inicio del hipocdtilo hasta el final de la
radicula (Baczek et al., 2020). Se considerd un indice de madurez de referencia para la cosecha,
una longitud de 26 a 38 mm (Ayala, 2014).

Figura 13
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Nota. Se observa la medicion de la longitud con linea

segmentada del software Imagel.

El porcentaje de germinacidn se evalud a los 3 dias y se conté las semillas germinadas.

Se utilizo la ecuacion detallada por (Wei et al., 2012), que se describe como:

# semillas germinadas

Porcentaje de germinacion % = ( ) * 100

semillas total
Se evalué el rendimiento bioldgico con la ecuacion descrita por Zou et al. (2014) que se

detalla como: (%) * 100 = % rendimiento bioldgico, donde: FW= peso fresco total de

brotes, M= peso de las semillas utilizadas por tratamiento y repeticion.
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Se evalué el contenido de Zinc, para ello, las muestras de germinados de alfalfa secas se
molieron en un molino ultracentrifugo ZM 200 Retsch. Se colocaron 3 gramos de la muestra
molida en recipientes de ceramica y se llevd a una estufa a 600°C durante 4 horas para obtener
cenizas y luego se agregé 10 ml de acido nitrico y 2 ml de agua destilada, se llevé nuevamente a
una estufa hasta que empiece a burbujear. Se dejo enfriar y se filtrd con papel filtro en matraces
de 50 mly se aford con agua desionizada y se determind por espectrometria de absorcion
atémica (Wei et al., 2012).

Se evalué el contenido de acido fitico de los germinados aplicando el método descrito
por Abulude (2005), para ello se extrajo 2 gramos de las muestras liofilizadas y se mezclé con 50
ml de acido clorhidrico (HCI) al 2% en matraces de 125 ml y se llevé a una incubadora agitador
SHELL LAB orbital durante 3 horas, luego el contenido agitado se filtré con papel Whatman
numero 1y el filtrado se mezclé con 2,5 ml del reactivo tiocianato de amonio NH,SCN al 0,3% y
se completd la mezcla con 27 ml de agua destilada. Se realizd la titulacién con cloruro férrico
FeCls con una concentracién de 1,95 mg.ml?, se afiadid y se agitd a la mezcla hasta obtener una
coloracién mds intensa (amarillo parduzco). La concentracion de acido fitico se calculd con la

siguiente ecuacién:

Fitato de f6sforo (%) = Valor de titulacion * 1,95;

Fitato (%) = Fitato de f6sforo * 3,55

Adicional, se evalué la biodisponibilidad del zinc basandose en el estudio realizado por

(Wei et al., 2012), mediante la relacidon molar acido fitico: Zinc que se describe a continuacioén:

mmol AF . s . . .
AF:Zn = . el resultado de esta operacién se relaciond con los porcentajes de

biodisponibilidad descritos en la (Tabla 3). Adicional, se evalud el sabor de los germinados, por
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lo cual se germinaron semillas de alfalfa con las mismas condiciones y tratamientos que el
experimento inicial. Obtenida la biomasa se tomd de cada tratamiento una muestra de 2 gramos
para cada participante. Se dio indicaciones previas sobre cémo relacionamos el sabor amargo de
los germinados si es que se presentaba el caso.

Para determinar la relacidn entre los diferentes niveles de exposicidn y los parametros
de crecimiento y contenido nutricional (zinc y acido fitico) se realizé un analisis de regresiones
para cada variable de respuesta y a su vez determinar la dosis éptima de zinc que no afecte el
indice de germinacién (porcentaje de germinacion, longitud del germinado).

Analisis de datos

Las variables de estudio se caracterizaron mediante estadistica descriptiva (media 'y
desviacidon estandar). Para comparar el efecto de los diferentes niveles de exposicién con zinc
sobre el contenido de zinc, acido fitico y los parametros de crecimiento de los brotes de alfalfa
entre tratamientos se realizd un analisis de la varianza (ANAVA) y posteriormente se evalué
mediante una prueba de comparacion de medias de Duncan al 5%. Para las variables, longitud
de germinado y porcentaje de germinacién se tomdé como muestra 20 germinados por unidad
experimental de forma aleatoria (Morales et al., 2015). La aleatorizacion se realizé colocando los
germinados en una superficie plana dividida en cuatro cuadrantes al que se le afiadid un punto
en el centro de cada cuadrante y se seleccionaron los germinados mas cercanos al punto. Para la
prueba organoléptica se realizé un ANAVA para un DCBA y una prueba de comparacion de
medias de Duncan al 5%. El analisis se realizé con el software Infostat (Di Rienzo et al., 2020).
Ademas, se determind la concentracion éptima de zinc que permita la fortificacidn sin afectar

los parametros de crecimiento mediante un analisis de regresion.
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Capitulo IV
Resultados y discusion

Parametros de germinacién

Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacién promedio no presentd diferencias significativas entre
tratamientos (F= 2,67; P= 0,0945).
Longitud del germinado

La longitud promedio de los germinados de alfalfa presentd diferencias significativas
entre tratamientos (F=37,20; P < 0,0001). La longitud promedio fue superior en las semillas
expuestas a 40 pg. ml™ de zinc obteniendo un promedio de 3,99 cm, es decir, un 35,25% mas
grande que la longitud obtenida por el nivel de exposicién 0 pg. ml* de zinc (Figura 14) (Tabla 6).

Tabla 6

Promedio + DE del porcentaje de germinacidén (%) y longitud (cm) de germinados de alfalfa

expuestos a diferentes niveles de zinc

Nivel de exposicion  Germinacién Longitud
Zn (ug. ml?) (%) (cm)
0 97,00+£1,00 2,95+0,44a
10 96,00+1,00 3,23+0,60b
20 95,00+2,00 3,35+0,46b
30 94,67+0,58 3,67+£0,50c
40 94,33+2,08 3,99 +0,65d

Nota. Medias en la misma columna con letras diferentes

difieren estadisticamente (Duncan; a=0,05).
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Figura 14

Germinados de alfalfa tratados con diferentes concentraciones de zinc
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Nota. Se observa que los germinados expuestos a 40 Zn pg. ml! de zinc tienen una mayor
elongacidn respecto al tratamiento control 0 pg. ml™ de zinc.

Peso seco

El peso seco promedio de los germinados de alfalfa no presenté diferencias significativas
entre los diferentes niveles de exposicién de zinc (F=0,62; P=0,6619). El contenido de materia
seca promedio fue de hasta 10,15 gramos en el nivel de exposicion mas alto (Tabla 7).
Rendimiento bioldgico

El rendimiento bioldgico de los germinados de alfalfa no presenté diferencias
significativas entre los diferentes niveles de exposicién de zinc (F=1,20; P=0,3817). El

rendimiento promedio fue superior a 500 % en todos los tratamientos (Tabla 7).
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Tabla 7
Promedio + DE del peso seco (g) y rendimiento bioldgico (%) de germinados de alfalfa expuestos

a diferentes niveles de zinc

Nivel de exposicion  Peso seco Rendimiento biolégico
Zn (pg. ml?) (g) (%)
0 9,45+ 1,48 525,98 + 36,41
10 9,74 £ 0,67 546,33 + 14,70
20 8,89+1,32 545,75 + 20,57
30 10,01 £ 0,09 518,47 +12,71
40 10,15+0,73 548,20 + 18,70

Nota. Medias en la misma columna con letras diferentes difieren
estadisticamente (Duncan; a=0,05).

Contenido nutricional (zinc y acido fitico)
Contenido de zinc

El promedio del zinc residual contenido en los germinados de alfalfa presenté
diferencias significativas (F=205,13; P <0,0001). El contenido de zinc mas alto fijado en los
germinados de alfalfa se obtuvo con el nivel de exposicién mas alto, es decir, para la
concentracion de 40 pg. mlt de zinc, el contenido promedio de zinc fue de 78,80 mg.kg?, lo que
representa 317,15 % mas que el nivel de exposicién 0 pug. ml™ de zinc, que presentd una
concentracion promedio de 18,98 mg.kg™ Zn. Seguido, el nivel 30 ug. ml™* dio una concentracién
promedio de zinc de 205,74 % mayor que la del nivel de exposicidn control con una

concentracién promedio de 58,03 mg.kg™ de zinc. Mientras que para los niveles de exposicién
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10y 20 pg. ml™ de zinc, presentaron una concentracion de zinc residual de 105,45% y 151,05%
superior a la concentracién de zinc promedio del tratamiento control (Tabla 8) (Figura 15).
Figura 15

Contenido promedio de zinc en germinados de alfalfa tratados con diferentes concentraciones de

zinc
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Contenido de dcido fitico

El promedio del contenido de acido fitico de germinados de alfalfa no presenté
diferencias significativas entre los diferentes niveles de exposicion (F=2,57; P=0,1191). El
contenido de &cido fitico encontrado en los germinados de alfalfa fue hasta de 28,6 mg.100g™
de germinados en peso seco (Tabla 8). No se evidencié una relacidn entre el nivel de exposicion

a zinc con el contenido de acido fitico.
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Figura 16

Contenido de dcido fitico en germinados de alfalfa tratados con diferentes niveles de zinc
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La relacién promedio de AF:Zn mostré diferencias significativas entre los diferentes
niveles de exposicién a zinc en germinados de alfalfa (F= 21,52; P= 0,0002). La biodisponibilidad
del zinc fue mayor a 50% en todos los tratamientos a pesar de que el tratamiento control TO
fuera estadisticamente diferente a los demds tratamientos con un promedio de 1,35 de relacidn
molar AF:Zn no afecta la biodisponibilidad del zinc (Tabla 8). Segun Borelli et al. (2007), una
relacion molar menor a 5 da como resultado una biodisponibilidad del mineral, en este caso el
zinc, superior a 50%. La presente investigaciéon indica que el zinc fijado en los germinados de
alfalfa puede estar en su mayoria biodisponible al ser ingerido sin que se vea afectado por las
propiedades antinutricionales del acido fitico. A medida que el contenido de zinc del tejido
vegetal comestible es mayor que el contenido de acido fitico, la relacién molar AF:Zn disminuye

(Figura 17).
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Figura 17
Relacién molar Acido fitico:Zinc (AF:Zn) en germinados de alfalfa fortificados con diferentes

concentraciones de zinc
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Nota. Se puede observar que la relacion molar AF:Zn decrece a
medida que el contenido de zinc aumenta y él acido fitico se
mantiene.

Tabla 8
Promedio + DE del contenido de zinc, dcido fitico y la relacion molar dcido fitico (AF:Zn) en

germinados de alfalfa expuestos a diferentes niveles de zinc

Nivel de exposicion Contenido de Zn  Acido fitico .
Relacidon molar (AF:Zn)

Zn (pg. ml) (mg.kg™) (mg.gr?)
0 18,98 +1,54a 0,258+ 0,062 1,35+0,35b
10 38,99+1,04b 0,249 + 0,055 0,63+0,13 a
20 47,65+2,10c 0,240 + 0,07 0,50 +0,17 a
30 58,03+1,99d 0,272 +0,021 0,46 + 0,04 a
40 78,80+4,19¢ 0,286 + 0,035 0,36 + 0,06 a

Nota. Medias en la misma columna con letras diferentes difieren estadisticamente
(Duncan; a=0,05), AF= acido fitico; Zn= zinc.
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Prueba organoléptica

La calificacidon promedio del sabor no presenté diferencias significativas entre los
diferentes niveles de exposicion a zinc (F=0,77; P=0,5468). La calificacion promedio mas alta fue
de 1,70 en el nivel de exposicién 10 Zn (ug. ml?), pero no afecté significativamente la calidad
sensorial de los germinados en la propiedad evaluada que fue el sabor respecto al amargor
(Tabla 9).
Tabla 9
Promedio + DE de la calificacion promedio del sabor de los germinados de alfalfa expuestos a

diferentes niveles de zinc

Nivel de exposicion

Zn (pg. ml?Y) Sabor
0 1,45+0,69
10 1,70+ 0,66
20 1,55+0,60
30 1,40+ 0,68
40 1,45+ 0,60

Nota. Medias en la misma columna con letras
diferentes difieren estadisticamente (Duncan;
a=0,05).

Analisis de variables

Mediante el analisis de regresion el porcentaje de germinacién, longitud del germinado,
contenido de zinc y relaciéon molar AF: Zn promedio de germinados de alfalfa se relacionaron
con el nivel de exposicion de zinc con los modelos de regresién lineal descritos en la (Tabla 10).
Las dosis evaluadas en esta investigacion, no presentaron un efecto inhibidor en el porcentaje

de germinacion.



Tabla 10

Andlisis de regresion

Variable Ecuacion

PG = 97,02-0,12(Zn) + 1,4*10°3(Zn)?

(R?=0,99; P=0,01)
Porcentaje de germinacion

(PG)

Donde:
PG= porcentaje de germinacion,

Zn= concentracién de zinc (ug. ml?)

LG = 2,93 4+ 0,03(Zn)
(R?=0,98; P=0,0012)
Longitud del germinado (LG) Donde:

LG= Longitud de germinado,

Zn= concentracién de zinc (ug. ml?)

CZ = 29,75+ 1,39(Zn)
(R*=0,96; P<0,0001)
Contenido de zinc (CZ) Donde:
CZ= Contenido de zinc;

Zn: concentracidn de zinc (ug. ml?t)

RM = 1,27-0,06(Zn) + 9,4*107*(Zn)?
(R2=0,79; P=0,0001)
Relacién molar AF:Zn (RM) Donde:
RM-= relaciéon molar acido fitico zinc;

Zn: concentracidn de zinc (ug. ml?t)

Nota. Se describe las ecuaciones que se ajustan para cada variable de respuesta
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Discusion

Los valores promedios del porcentaje de germinacién obtenidos en esta investigacion se
asemejan al obtenido por Aydinalp & Marinova (2009) en el que se demostrd que la exposicion a
concentraciones de Zn (0, 10, 20 y 40 pg. ml™) no afecté el porcentaje de germinacién en
semillas de alfalfa, a pesar de que no presenté diferencias significativas, se observéd una leve
reduccion a partir del tratamiento con 20 ug. ml? de zinc. Por el contrario, Zou et al. (2014),
evidencié que con un nivel de exposicién de 100 pg. mlt de zinc reduce la germinacion en
semillas de soja, lo que indica posiblemente que concentraciones altas de zinc puede inhibir la
germinacion.

En cuanto a la longitud promedio de los germinados de alfalfa se obtuvo un aumento de
la longitud promedio respecto al tratamiento control superior al resultado obtenido por
Aydinalp & Marinova (2009), reportando un aumento significativo del 10 % de la longitud de
germinados de alfalfa expuestos a 40 ug. ml! de zinc, sobre el grupo control. Zou et al. (2014),
también reporté un aumento significativo en la longitud del hipocétilo en germinados de soja,
hasta un 16% con un nivel de exposicién de 10 pg. ml? de zinc, pero a medida que aumentd la
concentracion, a partir de 30 ug. ml, hubo una reduccién considerable de la longitud entre 17 y
42% de la longitud en los germinados respecto a la del tratamiento control. En otra investigacion
realizada por Lingyun et al. (2016), en guisantes remojados con zinc, a diferentes
concentraciones entre 0 y 60 ug. mL™? se evidencié reduccidn del crecimiento de los germinados
a un nivel de exposicidn superior a 50 ug. ml?* de zinc. Mientras que para niveles de exposicidn
inferiores y hasta 50 pg. ml presentaron un aumento considerable de la longitud en los
germinados de hasta 32,7 % respecto al control, indicando que dosis altas de zinc en la

germinacion de semillas de soja y guisantes pueden inhibir el crecimiento y esto puede deberse
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a la capacidad de acumulacién de minerales en este tipo de semillas es alta, causando un efecto
tdxico. Baczek et al. (2020), reportd que, a niveles de exposicién de 0, 10, 20 y 30 pg. mltde zinc
en semillas de brécoli, girasol y guisantes, no se evidencié una reduccién significativa del indice
de germinacién en el que consta la longitud y el porcentaje de germinacién, mientras que en
guisantes si se redujo el indice de germinacién en su nivel mas alto de exposicién (30 pg. ml?). El
zinc es un elemento esencial para el desarrollo y crecimiento de un organismo como las plantas.
En el tejido foliar es normal encontrar cantidades entre 25 y 150 mg.kg* Zn y puede ser téxico a
300 mg.kg! Zn, por lo que concuerda con los resultados de la presente investigacién en el que
no hubo un efecto inhibidor de la longitud del germinado, pero si en el porcentaje de
germinacion que también podria haber sido afectado por diversos factores Baczek et al. (2020).
En el presente estudio no se evidencid inhibicidn del crecimiento de los germinados de alfalfa a
un mayor nivel de exposicién a zinc, esto pudo deberse a que la acumulacién de zinc no fue
elevada como en los estudios ya descritos

El peso seco de los germinados de alfalfa no presenté diferencias significativas lo que
concuerda con el estudio realizado por Di Gioia et al. (2019), en el que se probd niveles de 0 a 20
ug. mlt de zinc, con diferentes semillas, no hubo diferencias significativas en la materia seca
acumulada, lo que sugiere que la materia seca no se ve afectada por la acumulacién de zinc.

El rendimiento bioldgico de los germinados de alfalfa fue similar entre tratamientos,
datos que concuerdan con los obtenidos por Zou et al. (2014), donde el rendimiento de
germinados de soya expuestos a niveles de 0, 10, 20 pg. ml™* no presentd diferencias
significativas y sus rendimientos fueron mayores a 600%. Sin embargo, con niveles de exposicidn
mayores a 30 pg. mltel rendimiento bioldgico presentd reducciones significativas entre 16y

25% hasta el nivel de exposicién mas alto de la investigacién (100 pg. ml?) y se determind que a



68

niveles de exposicién superiores a 30 pg. ml™ puede inhibir el rendimiento de la produccién de
germinados y se relaciona con la cantidad de semillas sembradas y el peso fresco obtenido
después de la germinacion.

El contenido de zinc fue mas bajo que el obtenido por Zou et al. (2014), la acumulacién
de zinc fue hasta de 659, 37 % superior con un nivel de exposicién de 40 ug. ml™ y hasta
1134,37% mas con un nivel de exposicién de 100 pg. ml™ en germinados de soja. Esto pudo
deberse a que para el estudio se utilizé semillas de soja que tienen un tamafio mucho mas
grande que las semillas de alfalfa utilizadas en la presente investigacién, indicando las semillas
de mayor tamano tienen mas capacidad de almacenamiento pudiendo acumular mas cantidad
de minerales, ademas las concentraciones utilizadas para el estudio fueron entre 0 a 100 pg. ml*?
en intervalos de 10, por lo que se obtiene una mejor precisién del comportamiento de los
germinados biofortificados. De la misma manera Jribi et al. (2019) reportd un aumento
significativo de 247,3% en el contenido de zinc en brotes de trigo sometidos a niveles de
exposicion entre 7y 120 pg. ml™. También Lingyun et al. (2016), reportd que semillas de
guisantes remojados en soluciones de 0 hasta 60 pg. ml™en intervalos de 10 puede mejorar la
calidad nutricional de los brotes de guisantes. Mientras mayor fue el nivel de exposicion en el
remojo, mayor fue el contenido de zinc residual logrando acumular hasta 357 veces mas zinc
que el tratamiento control alcanzando una acumulacién de hasta 168,56 mg kg mediante el
remojo. La acumulacidn de zinc en los germinados varia segun el tipo y el tamafio de la semilla
como se mostrd en un estudio realizado por Baczek et al. (2020), en el que se expuso semillas de
girasol, brécoli y guisantes a 4 niveles de zinc (0, 10, 20, 30 pg. ml) y se obtuvo un aumento del
19%, 2420% y 325% de aumento en el contenido de zinc. La baja acumulacién de zinc en las

semillas de girasol fue causada por su cubierta externa que es mas gruesa que las demas
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semillas, mientras que semillas de brdcoli acumulé mayor cantidad de zinc, pero se demostré
gue una acumulacién alta de zinc causaba un efecto inhibidor en los germinados. Se puede
afirmar que existe una respuesta positiva a la fortificacidon con zinc mediante el remojo en los
germinados de alfalfa y otras especies.

El contenido de acido fitico en los germinados de alfalfa no varié entre los tratamientos
y se obtuvo valores semejantes a los obtenidos por (Campbell et al., 1991) en donde se investigd
la cantidad de acido fitico en germinados de alfalfa en diferentes tiempos de germinaciéon donde
como resultado se obtuvo hasta 0,39 mg.gr'! de muestra seca al tercer dia de germinacién y se
determind que el acido fitico disminuye en el proceso de germinacion. Otra investigacion
realizada por Wei et al. (2012), demostré que semillas germinadas de arroz germinadas con 0y
100 pug. mI't no presentaron diferencias significativas en el contenido de 4cido fitico, pero si
entre semillas sin germinar y semillas germinadas que significd una reduccion del 26 % del
contenido de acido fitico. En la presente investigacién no se evidencié una variacién del
contenido de acido fitico lo que puede deberse a que la cantidad de acido fitico no aumenta o
disminuye por la exposicidn al zinc, sino que esta condicionada a otros factores, como la
cantidad de fésforo acumulada en las semillas, procesamiento, factores ambientales y factores
genéticos (Dominguez et al., 2002).

La relaciéon molar promedio de acido fitico AF:Zn en germinados de alfalfa fue

mucho menor a la obtenida por Wei et al. (2012), en semillas sin germinar, germinadas y
germinadas con zinc donde se reportd que las semillas de arroz sin germinar presentaron una
alta relacién molar AF:Zn de 48,6, sin embargo después de la germinacion esta relacion
disminuyé hasta 35,5, es decir un 27 % y en semillas germinadas expuestas a 100 mg.L"! de

sulfato de zinc, disminuyd considerablemente la relacion molar AF:Zn a 12,4 lo que significé una
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reduccion de 75 % respecto a las semillas sin germinar, con lo que se puede deducir que el
aumento de la cantidad de zinc mediante la fortificacién disminuye la relaciéon AF:Zn
aumentando la biodisponibilidad del zinc, significando que tan solo el proceso de germinacién
puede disminuir la cantidad de acido fitico aumentando la biodisponibilidad de minerales como
el zinc.

No hubo un efecto significativo en la calificacion promedio evaluada para determinar si
la fortificacién con zinc afecta el sabor, respecto al amargor, de germinados de alfalfa, es decir,
el sabor de los germinados fue similar y no hubo alteracién de la propiedad organoléptica en
este caso, siendo positivo para la fortificacion ya que se puede aplicar diferentes
concentraciones de zinc para obtener germinados fortificados sin que afecte sus propiedades
organolépticas a nivel de sabor hasta el nivel de exposicion mas alto de 40 pg. mltevaluado en
la presente investigacién. Este resultado puede deberse a que, pequefias dosis de sulfato de zinc
heptahidratado no altera el sabor de los alimentos fortificados con este compuesto (Boccio &

Monteiro, 2004).
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Capitulo V
Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones

Se evalud el efecto de diferentes niveles de exposicién con zinc (0, 10, 20, 30, 40 pug. ml’
) con lo cual se logré influenciar sobre el contenido de zinc y pardmetros de germinacion,
logrando fijar mayor cantidad de zinc con el nivel de exposicion mas alto de este estudio (40 pg.
ml™) respecto a los germinados que no fueron tratados, como consecuencia se obtuvo un
alimento con potencial uso para la fortificacién y el consumo humano.

Al evaluar el contenido de zinc, se consiguié obtener una fijacién de 78,80 mg.Kg™ de
zinc con T5 (40 ug. ml?) es decir, hasta 317 % mas, respecto a T0 (0 ug. ml?). Ademads, el
contenido de acido fitico fue similar entre tratamientos con una concentracién de hasta 0,28
mg. g1 con T5 (40 pg. ml?) y una relacién molar AF:Zn menor a 5 en todos los tratamientos, por
lo cual se obtendria una biodisponibilidad del zinc superior a 50% .

Se evalué el efecto de diferentes niveles de exposicién con zinc sobre los pardmetros de
crecimiento y se evidencié que la fijacion de zinc en el tejido vegetal comestible, ademas de no
afectar significativamente el porcentaje de germinacién, también promovié el crecimiento de
los germinados de alfalfa. La longitud promedio fue mayor en T5 (40 pg. mit) con 3,99 cm de
longitud, siendo 1,04 cm superior a la longitud promedio obtenida con TO (0 ug. ml™). El peso
seco fue similar en todos los tratamientos por lo que el rendimiento biolégico tampoco se vio
afectado obteniendo hasta 528% de rendimiento en el producto terminado a los 5 dias de
germinacién con T5 (40 pg. ml?).

Se evalué la propiedad sensorial a nivel sabor en germinados de alfalfa luego de ser

tratados con diferentes concentraciones de zinc, lo cual no presenté diferencias entre
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tratamientos, por lo que se obtendria un producto fortificado sin alterar su sabor para los
consumidores.

Para este estudio las dosis probadas de zinc no afectaron significativamente los
pardmetros de germinacion, por lo cual no se logré obtener una dosis dptima que permita la
fijacién de zinc en el tejido vegetal comestible sin que cause un efecto téxico en los germinados
de alfalfa.

Recomendaciones

Usar el método de fortificacion agrondmica por imbibicién de las semillas con zinc ya
que se logra fijar zinc sin afectar los pardmetros de germinacién ni su sabor.

Se recomienda utilizar la concentracién mas alta de zinc T5 (40 pg.ml?) evaluada en este
experimento, aplicando el tiempo de remojo recomendado por el proveedor de las semillas,
gue, en este caso, fue de 4 horas, debido a que presentd una mayor fijacién de zinc.

Se recomienda evaluar el efecto de diferentes concentraciones de zinc usando distintos
tipos y tamanfios de semillas para evaluar la fijacidn de zinc y el grado de afectacion en los
pardmetros de germinacion.

Se recomienda probar otras fuentes de zinc sobre la fijacién de zinc y pardmetros de

germinacién en semillas de alfalfa u otras especies.
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