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ABSTRACT

Oxidative stress is a natural process of aerobic organisms that can increase during
various pathologies. It is known that different compounds present in foods such as
chickpea contribute to decrease oxidative stress in different ways, including the
induction of cellular antioxidant response pathways. In this work we first evaluated
the effect of chemical induction with different elicitors: salicylic acid (SA, 1 and 2
mM), chitosan (QN, 3.3 and 7 pyM), as well as H202 (20 and 30 mM) during
sprouting of different cultivars of chickpea (Cicer arietinum L.): Blanoro, Patrén and
San Antonio; in order to increase the content of bioactive compounds and
decrease the content of antinutritional compounds. For this purpose, samples of
chickpea cultivars were daily sprayed with inducer solutions for 4 days in a
sprouting chamber with the following conditions: darkeness; temperature, 25 °C;
humidity, 70%. The highest increase of both bioactive compounds (phenolic and
saponins) was found in Blanoro cultivar induced with SA 2 mM; whereas the
highest phytosterol content was detected in San Antonio cultivar induced with QN 7
MM. Interestingly, Blanoro cultivar induced with SA 2 mM achieved 62 and 34%
decreases in lectin and trypsin inhibitors contents; whereas, treatments with 1 mM
AS and QN 7 uM decreased phytic acid content up to 49%. Therefore, the
antioxidant activity of Blanoro cultivar extracts from both induced and non-
chemically induced sprouts was evaluated in Hepalclc7 cells. No significant
increases in glutathione-S-transferase (GST) activity and reduced glutathione
(GSH) levels were observed in Hepalclc7 cells incubated with the both
extracts. Interestingly, an increase in the activity of NQO1 (inducing potency) up to
97% was observed in cells incubated with 100 mg/mL of extracts compared to
control cells without extract; however, no difference was observed between the
chemically induced and the non-induced sprout extracts. Although the germination
process increased the inducing potency of Blanoro cultivar sprout extracts, the
modification in the profile of bioactive compounds obtained after chemical induction
did not improve the antioxidant activity of chickpea sprouts, under the germination
conditions tested in our study. Therefore, further studies are necessary to improve
the biological activity of chickpea sprouts.

Keywords:

Cicer arietinum L., sprouts, antioxidant activity, reduced glutathione,
glutathione-S-transferase, quinone oxidoreductase



RESUMEN

El estrés oxidativo es un proceso natural de los organismos aerobios que puede
incrementarse durante diversas patologias. Se sabe que diferentes compuestos
fitoquimicos presentes en alimentos como el garbanzo contribuyen a disminuir el
estrés oxidativo de diferentes maneras, entre ellas, la induccion de la respuesta
antioxidante. Por lo anterior, en este trabajo se evalu6 primeramente el efecto de
la aplicacion de diferentes elicitores: acido salicilico (AS; 1 y 2 mM), quitosano
(ON; 3.3y 7 uM) y H202 (20 y 30 mM) durante la germinacién de diferentes
cultivares de garbanzo (Cicer arietinum L.): Blanoro, Patron y San Antonio, con el
objetivo de incrementar el contenido de compuestos bioactivos con actividad
inductora de sistemas antioxidantes y, a su vez, disminuir el contenido de
compuestos antinutricios. Para lo anterior, los tres cultivares de garbanzo se
asperjaron diariamente con soluciones de los inductores mencionados durante 4
dias en oscuridad dentro de una camara de germinacién (temperatura, 25 °C;
humedad, 70%). EI mayor aumento de compuestos bioactivos se encontré en el
cultivar Blanoro inducido con AS 2 mM en relacion al contenido de compuestos
fendlicos y saponinas; mientras que, el cultivar San Antonio inducido con QN 7 uM
Unicamente aument6 el contenido de fitoesteroles. Asimismo, el tratamiento con
AS 2 mM disminuy6 en un 62% y 34% los contenidos de lectinas e inhibidores de
tripsina en el cultivar Blanoro, respectivamente; mientras que, los tratamientos de
AS 1 mMy QN 7 uM disminuyeron hasta un 49% el contenido del &cido fitico.
Posteriormente, en células hepalclc7 se evalud la actividad antioxidante de
extractos de germinados (10-100 mg/mL) inducidos quimicamente y sus controles,
mediante la determinacion de las enzimas de fase 2 como glutation-S-transferasa
(GST), quinona oxidorreductasa (NQO1) y niveles de glutation reducido (GSH),
encontrandose un incremento de hasta un 97% en la actividad de NQO1 (potencia
inductora) en las células incubadas con 100 mg/mL de extractos, respecto a las
células control sin extracto; sin embargo, no se observé diferencia en la potencia
inductora entre el extracto de germinado inducido y del no inducido quimicamente.
Si bien, se obtuvo una modificacion en el perfil de compuestos bioactivos, la
induccion quimica no incrementd/potencié la actividad biolégica en los
germinados. Por lo tanto, se confirma que la germinacibn aumenta la potencia
inductora independientemente de la aplicacion de inductores quimicos; sin
embargo, se sugiere la optimizaciébn de las condiciones de germinacién que
potencien significativamente la actividad antioxidante de los extractos de
garbanzo.

Palabras clave:

Cicer arietinum L., germinados, actividad antioxidante, glutation reducido,
glutation-S-transferasa, quinona oxidorreductasa
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I. Introduccién

El estrés oxidativo es un proceso natural de los organismos aerobios que ocurre
durante el metabolismo de los mismos. Sin embargo, en diferentes situaciones,
puede presentarse una exacerbada proporcion de especies oxidantes, las cuales
estan relacionadas con diferentes patologias como el cancer, diabetes, Alzheimer

y algunas enfermedades autoinmunes.

De igual forma, se reconoce que diversos factores relacionados con la
alimentacion pueden incrementar el estrés oxidativo en el organismo, tales como
dietas altas en grasas y carbohidratos, asi como compuestos quimicos presentes

en los alimentos procesados.

Por otro lado, el contenido de diversos alimentos se ha relacionado con una
disminucién del estrés oxidativo; esto debido a la cantidad de compuestos
bioactivos que poseen dichos alimentos. Destacan en esta cualidad las
leguminosas, dentro de las que podemos encontrar al garbanzo (Cicer arietinum
L.), el cual es un alimento que destaca por su alto contenido de proteina y fibra,
adicional a esto, el garbanzo es rico en compuestos fendlicos y esteroles. Algunos
de estos compuestos mencionados se han relacionado precisamente con una

disminucion del estrés oxidativo en diferentes modelos de estudio.

En diversas investigaciones se han realizado propuestas de mejora tecnolégica en
materiales como semillas de diferentes plantas, incluyendo a las leguminosas. Una
de las mas accesibles es la germinacion, la cual, como proceso natural de
desarrollo de la semilla, es relativamente econdmica y facil de llevar a cabo.
Ademas, las investigaciones realizadas durante la germinacion de diferentes
semillas muestran una mejor disponibilidad de nutrientes, asi como un contenido
mas alto de compuestos bioactivos presentes en los germinados con respecto a
las semillas crudas. Aunado a lo anterior, se tiene la induccién quimica en las
semillas. En este proceso, que también es de facil acceso y relativamente bajo

costo, las semillas son sometidas a estrés quimico por un periodo de tiempo breve

13



durante el cual se activan vias de defensa antioxidante, incrementando con ello el

contenido de compuestos bioactivos ya presentes en la semilla de manera natural.

Si bien se conoce del contenido de compuestos bioactivos presentes en
materiales como el garbanzo y se proponen estrategias para incrementar el
contenido de los compuestos ya presentes, es de suma importancia corroborar el
efecto biolégico en la disminucion del estrés oxidativo mediante la induccion de
sistemas antioxidantes. Para lo anterior, se prepararon extractos ricos en
compuestos fendlicos a partir de los germinados de garbanzo elicitados con acido
salicilico (AS), quitosano (QN) y peroxido de hidrégeno (H202) con el objetivo de
evaluar su potencial para inducir enzimas antioxidantes en células hepaticas de

raton Hepalclc?.

14



Il. Antecedentes
2.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo surge de un desbalance entre las moléculas oxidantes y
antioxidantes, produciéndose una mayor cantidad de las primeras (Sies, 1997).
Las moléculas oxidantes se producen de manera natural durante el metabolismo
aerébico de los organismos (Sies, 1997); muchos organismos pluricelulares
utilizan incluso estas moléculas oxidantes, las cuales tienden a ser reactivas, para
proteccion contra agentes patdgenos y como activacion de diferentes vias de

sefializacion (Lyakhovich et al., 2006)
2.2.1. Oxidantes y antioxidantes

Entre las especies oxidantes mas comunes se encuentran las especies reactivas
de oxigeno (ERO) que incluyen el radical superoxido (O27), el peroxido de
hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH), entre otras, y las especies reactivas
de nitrégeno (ERN), como el 6xido nitrico (‘NO) y el peroxinitrito (ONOO"). Estas
especies se forman como resultado del metabolismo de la célula o como resultado

de alguna exposicion a una sustancia toxica o dafio patolégico (Ma, 2013).

Las ERO y ERN son neutralizadas cominmente por una serie de complejos
sistemas antioxidantes que mantienen la homeostasis celular; entre los principales
destacan moléculas de bajo peso molecular como el glutatién reducido (GSH) y
las vitaminas C y E; proteinas no cataliticas como tiorredoxina (Trx) y
glutarredoxina (Grx); ademas, también participan enzimas como la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), entre otras (Ma,
2013).

2.1.2. Mecanismos de respuesta antioxidante

Un compuesto puede ejercer accidn antioxidante mediante la inhibicién de la
generacion de ERO, mediante la captura de radicales libres (RL) o por disminucién
y remocién de iones metalicos. Por otro lado, se sabe que bajo ciertos estimulos

15



se potencian las defensas antioxidantes enddégenas a través de una expresion
aumentada de genes que codifican la transcripcion de enzimas antioxidantes y de
detoxificacion (Silva & Coutinho, 2010).

El factor de transcripcion nuclear 2 relacionado al factor nuclear eritroide (Nrf2)
funciona como “receptor activado por xenobidticos” para regular la respuesta
adaptativa a oxidantes y electréfilos. Se encontré que Nrf2 regula de manera
coordinada la transcripcion de una serie de enzimas que detoxifican xenobioticos
como la glutatién-S-transferasa (GST) y la NAD(P)H: quinona oxidorreductasa
(NQOL1), mediante antioxidantes y electrofilos (Ma, 2013).

Existe una gran variedad de moléculas, incluyendo fitoquimicos y sus derivados
(sulfurofano y metil-bardoxolona), terapeuticas (oltipraz), agentes ambientales
(arsénico) y quimicos enddgenos (NO), que inducen la transcripcion de genes de
respuesta antioxidante mediante la activacion de Nrf2. Estos inductores son muy
diferentes en estructura y propiedades; sin embargo, se ha identificado que
comparten su habilidad para modificar grupos sulfihidrilos (—-SH) de una manera

similar para potenciar la induccién de NQO1 (Ma, 2013).

16



2.2. Garbanzo (Cicer arietinum L.)

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es un cultivo importante, especialmente en los
paises de Asia y Africa. Esta leguminosa se considera una buena fuente de
hidratos de carbono y proteinas de mejor calidad que otras; tiene cantidades
significativas de todos los aminoacidos esenciales, excepto los que contienen
azufre, los cuales se pueden complementar mediante la adicion de cereales a la
dieta diaria. El almidén es el carbohidrato principal de almacenamiento, seguido de
fibra dietética, oligosacaridos y azucares simples como glucosa y sacarosa
(Jukanti et al., 2012).

Aunque los lipidos estan presentes en cantidades bajas, el garbanzo es rico en
acidos grasos nutricionalmente importantes como el linoleico y oleico. El B-
sitosterol, campesterol y estigmasterol, son esteroles importantes presentes en el
aceite de garbanzo. Minerales como el Ca, Mg, P y, sobre todo, K también estan

presentes en las semillas de garbanzo.

El garbanzo es una buena fuente de vitaminas importantes como la riboflavina,

niacina, tiamina, acido félico y vitamina A (Jukanti et al., 2012).

2.2.1. Produccién de leguminosas en México

El cultivo de leguminosas en México constituye una proporcion importante de la
produccién agricola del pais. En lo referente al cultivo de garbanzo grano, en el
afo 2014 se cont6 con una produccién anual de 171,665.46 toneladas, obtenidas
de estados como Sinaloa, Sonora y Guanajuato, principalmente (Servicio de
Informacién Agroalimentaria y Pesquera, SIAP, 2014). Estos datos indican que la
produccion agricola del cultivo mencionado es suficiente en cuanto a volumen en
caso de ser utilizado como alimento funcional, basado en sus contenidos de

nutrientes.

17



2.2.2. Procesos que mejoran la composiciéon nutracéutica de leguminosas

2.2.2.1. Germinacion

La germinacion de la semilla se define como el conjunto de fenbmenos mediante
los cuales el embrién dentro de la semilla pasa de un estado latente a un estado
activo. El proceso de germinacion esta constituido por varias fases: absorcion de
agua o imbibicion; activacion del metabolismo y proceso de respiracion (sintesis
de proteinas y movilizacion de sustancias de reserva), elongacion del embrién y
ruptura de la testa a traves de la cual se observa la salida de la radicula (Nonogaki
et al., 2007).

Como se menciond anteriormente, en las leguminosas se pueden encontrar
diversos fitoquimicos; aunado a lo anterior, numerosos estudios encontraron que
los perfiles nutricional y quimico se modificaron después de la germinacion.
Algunos cambios significativos ocurrieron en los almidones que fueron degradados
a azUcares simples por las amilasas. Los cambios en la degradacion del almidén
dependieron de diferentes condiciones de germinacion, como la temperatura, la
humedad, el tiempo de remojo, el medio de cultivo, entre otros (Donkor et al.,
2012).

2.2.2.2. Cambios fitoquimicos durante el proceso de germinacion

Diversos estudios demostraron que el proceso de la germinacion puede potenciar
el valor nutricional y las caracteristicas funcionales en diferentes semillas; lo
anterior se muestra con la disminucién de algunos factores antinutricios durante el
proceso, ademas de mejorar la calidad de compuestos bioactivos e incrementar el
contenido de proteinas, aminoacidos, carbohidratos y vitaminas (Singh & Sharma,
2015).
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En estudios con germinados de diferentes variedades de arroz integral se observo
un incremento el contenido de acido y-aminobutirico y fenoles totales en el cuarto
dia de germinacion (Caceres et al., 2014). Al elaborar panes con harina de arroz
pardo germinado se encontré un alto contenido de proteina, lipidos y compuestos
bioactivos (acido y-aminobutirico y polifenoles), ademés de la reduccién en el

contenido de acido fitico y del indice glicémico (Cornejo et al., 2015).

Guajardo-Flores y colaboradores (2012) estudiaron germinados de frijol negro
durante cinco dias, encontrando que después de un dia de germinacion el
contenido total de soyasaponina incrementd 1.9 veces y continu6 aumentando
durante el segundo y tercer dias; la presencia de genisteina se detectd hasta el

tercer dia de la germinacion.

Por otro lado, la germinacion en garbanzo redujo el contenido de acido fitico,
estaquiosa y rafinosa, ademas de mantener altos los contenidos de lisina,
isoleucina y aminoacidos aromaticos; aunado a lo anterior, durante el proceso se
retuvieron mas minerales y vitamina B, en comparacion con diversos procesos de
coccion (El-Adawy, 2002). Khalil y colaboradores (2007) compararon la
germinacion de garbanzo tanto de variedades kabuli (pigmentadas) como
variedades desi (no pigmentadas) y encontraron una disminucion del 73% en el
contenido de &cido fitico en variedades kabuli; mientras que, en variedades desi
se logré una disminucién del 32%. En el caso de los compuestos bioactivos
presentes en el garbanzo se incrementé en al menos un 53.7% el contenido de

compuestos fendlicos totales en el garbanzo germinado (Tarzi et al., 2012).

Las investigaciones anterior sugieren que el proceso de germinacion favorece en
gran manera el contenido nutrimental y nutracéutico de las semillas, por lo que el
optimizar las condiciones de germinacion ayudara a la obtencion y produccion de

germinados de mejor calidad.
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2.2.2.3. Induccion quimica de germinados

Los elicitores son sustancias quimicas o biofactores provenientes de diversas

fuentes que pueden inducir cambios fisioldgicos en los organismos vivos.

En un sentido amplio, los elicitores, en plantas, se refieren a sustancias quimicas
de varias fuentes que pueden desencadenar respuestas fisiologicas vy
morfoldgicas, asi como una acumulacion de fitoalexinas. En este aspecto pueden
incluirse elicitores abidticos, como iones metélicos y compuestos inorganicos; o
elicitores bidticos provenientes de hongos, bacterias, virus o herbivoros,
componentes de la pared celular vegetal, asi como los productos quimicos que se

liberan en las plantas atacadas por patégenos o herbivoros (Zhao et al., 2005).

El proceso celular general y principio regulador para la activacion de la biosintesis
de metabolitos secundarios de plantas es que, una sefal extracelular o intracelular
es percibida por un receptor en la superficie de la membrana plasmatica o
endomembranas; la percepcion de la sefial inicia una red de transduccion de
seflales que conduce a la activacion o la sintesis de novo de factores de
transcripcion que regulan la expresion de genes implicados en el metabolismo
secundario de la planta. Asi, las enzimas resultantes catalizan la biosintesis de
metabolitos secundarios como una medida de defensa de la planta (Sato et al.,
2001).

Existe un extenso repertorio de metabolitos secundarios presentes en
concentraciones variables en todos los tejidos vegetales adultos, cuya funcion
primordial parece ser la defensa contra invasiones microbianas. A diferencia de las
fitoalexinas, estos compuestos se caracterizan por su estado permanente y tienen
por mision servir de barrera inicial a la propagacion de bacterias u hongos dentro
de los tejidos de la planta o la de inhibir la germinacion de esporas. Por tanto,
pueden ejercer una presion selectiva sobre los patdgenos potenciales (Vivanco et

al., 2005).
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La resistencia inducida (IR) en plantas es un mecanismo activo de defensa que
involucra cambios claros en el metabolismo provocados por la expresion
diferencial. Por lo tanto, para que ocurra la induccion de la defensa es necesaria la
mediacién de sistemas de reconocimiento especifico, mediante los cuales la
planta reconoce la presencia del patégeno (Hutcheson, 1998). De forma similar, el
efecto de IR promovido por elicitores se ha evaluado tanto en monocotiledoneas
como en dicotiledoneas. Entre los elicitores comunmente usados en la induccion
de resistencia para el control de enfermedades se encuentran el 4cido salicilico
(AS), el quitosano (QN), el metil jasmonato (JM) y acibenzolar-S, un anélogo del
AS que se asocia con la acumulacion de AS y proteinas relacionadas a
patogénesis (PRP) (Zhao et al., 2005).

El AS es una fitohormona ubicua en plantas que genera un impacto significativo
sobre el crecimiento y desarrollo vegetal, fotosintesis, transpiracion, intercambio
iGnico y transporte de electrones, asi como cambios especificos en la anatomia de
las plantas, hojas y en la estructura del cloroplasto. Ademas de lo anterior, el AS
es una molécula de sefializacion endégena que media el mecanismo de defensa
de la planta contra patdgenos e induce la produccion y acumulacion de proteinas
relacionadas a patogénesis que estan involucradas en la induccién de resistencia
(Alvarez, 2000; Darby et al., 2000).

El QN es un polisacéarido lineal compuesto de cadenas (-(1-4) D-glucosamina
(unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilatada)
distribuidas aleatoriamente. Esta molécula tiene potencial uso en la agricultura en
lo que concierne al control de enfermedades de plantas debido a que se ha
mostrado que inhibe el crecimiento y toxicidad de hongos. Ademas, se observo
gue activa la respuesta de defensa en plantas contra virus y bacterias;
aumentando la acumulacion de fitoalexinas y PRP en la planta (El-Hadrami et al.,
2010).

Vasyukova y colaboradores (2001) mostraron que el QN soluble en agua a una
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concentracion de 1000 pg/mL indujo resistencia sistémica y local en papa
(Solanum tuberosum) y tomate (Lycopesicon esculentum) a Phytophthora
infestans y nematodos, respectivamente. También mostraron que el QN indujo la
acumulacion de fitoalexinas en el tejido de la planta hospedera, ademéas de
estimular la generacion de ERO. La activacion del mecanismo de proteccion en el
tejido de la planta inhibi6 el crecimiento de diferentes patdgenos como el

Oomicetes Phytophthora infestans y el nematodo de raiz Meloidogyne incognita.

Uno de los mecanismos de defensa que han desarrollado las plantas es la
utilizacién y modificacion del oxigeno molecular (Oz) para convertirlo en derivados
con un alto grado de toxicidad (por ejemplo, ERO) hacia microorganismos

potencialmente patdgenos (Pineda & Gloria, 2004).

El H202 se produce como una de las primeras respuestas del sistema de defensa
de las plantas, para conseguir resistencia o tolerancia a diferentes tipos de estreés,
debido a que interviene en la activacion o inactivacion de proteinas involucradas
en la transduccion de sefiales para la expresién de genes relacionados con la
tolerancia a estrés de tipo oxidativo, hidrico, y estrés derivado de patégenos
(Orozco et al., 2001; Apel & Hirt, 2004). Ademas, se sabe que durante una
interacciobn compatible entre planta-patégeno, los niveles de H20: incrementan
dramaticamente, al igual que las respuestas de defensa estructurales, en donde el
H202 actia como cofactor para reforzar la pared celular a través de uniones
cruzadas de polimeros, lo cual hace posible el endurecimiento y, por lo tanto,
impide la penetracion y proliferacion de los patégenos (Camarena & de la Torre,
2007; Fones & Preston, 2011).

En algunos estudios se emplearon diferentes elicitores en germinados de varias
especies. Baenas y colaboradores (2014) utilizaron las fitohormonas JM (25 pM),
acido jasmoénico (150 uM) y AS (100 uM), asi como glucosa (277 mM), sacarosa
(146 mM) y el aminoacido L-metionina (5 mM), encontrando que el JM, el 4cido

jasmonico y los azucares, incrementaron el contenido de glucosinolatos como
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glucorafananina en los germinados. Estos compuestos muestran propiedades
anticancerigenas y actividad citotoxica/apoptotica selectiva en lineas celulares de

cancer de colon.

En germinados de lentejas se aplicaron 500 mM de &cido ascorbico, 50 mM de
acido folico, 5 mM de &acido glutamico y 50 ppm de QN en 5 mM de acido
glutdmico como una estrategia para aumentar la tasa de germinacion y para
mejorar la acumulacién de acido y aminobutirico (GABA) y compuestos fendlicos
(Pefias et al.,, 2015). Se observdé que la aplicacion de elicitores no afectd
negativamente al rendimiento de germinacion de lentejas y no hubo cambios
significativos en el patron de proteinas de lentejas germinadas en presencia de
inductores. Aunado a lo anterior, el tratamiento de QN/acido glutdmico aumento en
1.6 veces el contenido de GABA; mientras que, los acidos ascorbico y félico, asi
como la mezcla QN/acido glutdmico, incrementaron 3.6-3.9 mg equivalentes de

acido galico/g (Pefas et al., 2015).

Por su parte, Swieca (2015) evalué las condiciones en lentejas para la elicitacion
con H20:2 (concentraciones 15 y 150 mM asperjadas en soélo un paso o de manera
continua). En general, la elicitacion aumento el contenido fendlico (en relacién con
el control), con la concentracion mas alta (3.2 veces) a los cinco dias de edad (15
mM H202). También se indujeron las actividades de las enzimas tirosina y
fenilalanina amonio-liasa (PAL), asi como la actividad de la CAT a los dos dias de

edad en germinados de lentejas tratados con H202 150 mM.

Con respecto a las semillas bajo estudio, se investigé la influencia de diferentes
condiciones de germinacion en el contenido de isoflavonas en garbanzo,
incluyendo la germinacién en la oscuridad (GD), a la luz (GL), bajo estrés etandlico
(GE), o bajo estrés salino en la oscuridad (GS). Se obtuvo la maxima cantidad de
isoflavonas totales en el grupo GL en el dia 8. El contenido de formononetina y
biocanina A en este grupo fueron 154 y 130 veces mayores, respectivamente, que

en las semillas no tratadas; por el contrario, el contenido de genisteina disminuyo
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con la germinacion. Los compuestos ononina, pseudobaptigenina y el glucésido
glicitein acetilado solamente se detectaron en los garbanzos germinados (Gao et
al., 2015).

De acuerdo a los estudios mencionados, tanto la germinacion como la induccion
guimica mediante elicitores de diversa naturaleza, son procedimientos que
mejoran la calidad nutrimental y las cantidades de compuestos bioactivos en
cereales, leguminosas y otras plantas. Por lo tanto, es necesario evaluar
sustancias quimicas que sean asimilables por las plantas, ademas de ser
econémicamente accesibles, que propicien los resultados mencionados

anteriormente.

2.2.2.4. Beneficios ala salud por consumo de germinados

Mao y colaboradores (2008) alimentaron ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina (STZ) con germinados de garbanzo incubados en presencia de
200, 100 y 50 pg/mL de ortovanadato de sodio (VCS), debido a que algunos
compuestos de vanadio mostraron efectos hipoglucemiantes. Se estudiaron los
efectos de la alimentacion con germinados durante 8 semanas, encontrando que
el grupo alimentado con germinado incubado a 100 pg/mL de VCS redujo

significativamente su nivel de glucosa en sangre de 396 a 154 mg/dL.

En un estudio con ratas diabéticas inducidas con STZ se administraron diversos
extractos de germinados de alfalfa durante cuatro semanas, observandose una
reduccion en la concentracion de triglicéridos, colesterol total, lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), comparandolas
con el grupo al cual se le administré un farmaco utilizado para disminuir lipidos en
sangre (rosuvastatina). En los germinados se identificaron compuestos como: -
sitoesterol y estigmasterol de la fraccion de éter de petroleo; 10-hidroxi-
coumestrol, apigenina, genisteina, acido p-hidroxi-benzoico, 7,4'-dihidroxiflavona,

guercetin-3-glucdsido y sissotrina de la fraccién de etil acetato (Seida et al., 2015).
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Gao y colaboradores (2015) incubaron adipocitos con extractos de isoflavonas
provenientes tanto de germinados como de semillas de garbanzo (100 y 50 pg/mL
de germinado y 100 y 50 pg/mL de semilla) y observaron que el contenido
intracelular de lipidos disminuyé un 21.7, 18.1, 20.6 y 17.8%, respectivamente; de
manera similar, el contenido de triglicéridos disminuyé en un 17.4, 23.4, 21.1 y
25.5%, respectivamente, comparado con el contenido en adipocitos incubados con

el control sin germinar.

La suplementacion a pacientes diabéticos tipo 2 con 10 g/dia de polvo de
germinados de broécoli con alto contenido de sulforafano (~22.5 umol/g) redujo la
concentracion de malondialdehido (MDA), un indicador de peroxidacion lipidica, y
los niveles de LDL. Por otro lado, la administracién de 100-200 mg de germinados
de brécoli deshidratados/kg de peso en ratas durante 20 dias disminuyo el
contenido de MDA en suero y en mitocondrias de higado y riidn en animales
tratados (Cho et al., 2006; Bahadoran et al., 2013).

En germinados de brdcoli se han identificado diversos compuestos bioactivos,
especialmente sulforafano. En condiciones de hiperglucemia y estrés oxidativo, el
sulforafano tiene el potencial de activar la via de sefializacion relacionada con el
factor Nrf2 para la induccién a nivel transcripcional enzimas de fase 2 de
detoxificacion, asi como enzimas y proteinas antioxidantes, en células endoteliales
y adrticas, las cuales atentdan el estrés oxidativo e inactivan al factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células beta activadas (NF-kB),
un modulador clave de las vias inflamatorias (Bahadoran et al., 2013).

En general, los estudios anteriormente mencionados indican que el efecto
potencial del consumo de germinados elicitados con inductores quimicos puede
ser benéfico en la salud del consumidor, por lo que se deben optimizar tanto las
concentraciones como el tipo de elicitores aplicados para obtener productos de

mejor calidad nutrimental y nutracéutica.
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I1l. JUSTIFICACION

Se sabe que el estrés oxidativo es un proceso natural propio de los organismos
aerobios, el cual puede aumentar en diversas condiciones y provocar dafios a la
salud. También se conocen diversas sustancias conocidas como “antioxidantes”
presentes en diversos alimentos, los cuales pueden disminuir este estrés
oxidativo. Un grupo de estos alimentos son las leguminosas, de entre las que
destacan el garbanzo, el cual se considera un alimento nutritivo y alto en su

contenido de compuestos bioactivos.

Por otro lado, diversos estudios demuestran que el proceso de germinacion, en
conjunto con la induccion quimica, mejora la calidad nutrimental y nutracéutica de
las semillas de cereales y leguminosas. Diversos elicitores se han utilizado con la
finalidad de mejorar agronémica y nutrimentalmente materiales vegetales, entre
los cuales se encuentran el AS, QN y H202, debido a que son sustancias

econdmicas y facilmente asimilables por las células vegetales.

Por lo anterior, en el presente trabajo se evalud la aplicacion de AS, QN y H20:2
durante la germinacion de semillas de garbanzo, asi como el efecto de estos
elicitores sobre el contenido de compuestos bioactivos con propiedades
antioxidantes y, finalmente, se evaluaron los efectos biol6gicos sobre la induccién

de sistemas antioxidantes en un modelo in vitro de células hepaticas.
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IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar los parametros agrondmicos, nutrimentales y nutraceuticos de germinados
de garbanzo (Cicer arietinum L.) inducidos quimicamente con acido salicilico,
quitosano y peréxido de hidrogeno, asi como su efecto antioxidante en hepatocitos

murinos.

4.2 Objetivos especificos

- ldentificar los germinados de garbanzo inducidos quimicamente con mejor
perfil agronémico, nutrimental y nutracéutico.
- Evaluar el efecto antioxidante en células Hepaclclc7 de germinados con

los mejores perfiles agrondmicos, nutrimentales y nutracéuticos.
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V. METODOLOGIA

5.1 Material biolégico y componentes quimicos
Se trabajo con tres diferentes cultivares de garbanzo: Patron, Blanoro y San
Antonio, provenientes del INIFAP campus Celaya.

Se utilizaron &cido salicilico (AS), quitosano (QN) y peréxido de hidrégeno (H202)
(Sigma Aldrich, St. Louis, MI, EUA) para la preparacion de las soluciones de

induccion.

Se utilizaron células Hepalclc?7, las cuales se obtuvieron de la ATCC (American
Type Culture Collection). Las células se mantuvieron en medio de cultivo a-MEM
(Sigma Aldrich, St. Louis, MI, EUA), bicarbonato de sodio (Baker, Xalostoc, Edo.
de México), suero fetal bovino (FBS) al 10% (Microlab, México) y antibiético
(Sigma Aldrich, St. Louis, MI, EUA); ademas se empleo solucién de tripsina-EDTA
para la realizacion de las transferencias celulares (Sigma Aldrich, St. Louis, M,
EUA).

Se utilizé bromuro de dimetil-tiazolil-difenil-tetrazolio, asi como solucién salina de
fosfatos (PBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, EUA) para el ensayo de viabilidad

celular.

Para disolver los extractos de las harinas de los germinados se utilizo
dimetilsulféxido (DMSO) al 0.5% (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, EUA).

5.2 Soluciones de induccion

Las soluciones de induccion se eligieron de acuerdo a estudios previos realizados
en el grupo de trabajo. Los inductores se disolvieron en agua destilada hasta
obtener las siguientes concentraciones: QN (3.3 y 7 uM), AS (1 y 2 mM) y H202
(20 y 30 mM).
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5.3 Condiciones experimentales de germinacion

La germinacion se llevo a cabo tomando en cuenta el método de Limén y
colaboradores (2014). Primeramente, 50 g de cada una de las semillas se
sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio (1.5%) en relacion 1:6 peso-
volumen durante 30 min a temperatura ambiente. Después, se drenaron y lavaron

con agua destilada hasta que el agua de lavado presento un pH neutro.

Posteriormente, se sumergieron en agua (1:6 p/v) durante 24 h y se agitaron
periddicamente. Finalmente, las semillas hidratadas se colocaron en charolas de
germinacion donde se cubrieron con papel filtro humedecido y se introdujeron en
una camara de germinacion previamente esterilizada. Las condiciones a las que
opero la camara de germinacion fueron 25 °C y 70% HR. La germinacion se llevé
a cabo en oscuridad durante 4 dias hasta la aparicion de las primeras hojas
verdaderas. Durante este periodo, el papel filtro se humedecié diariamente con
agua o con las soluciones de induccion y se midié diariamente porcentaje de

germinacion y tamafio de radicula.

Al final del proceso, los germinados se deshidrataron en estufa a 60 °C, se

pulverizaron y almacenaron, hasta el momento de su analisis quimico.

5.4 Porcentaje de germinacién y longitud radicular
El porcentaje de germinaciéon de las semillas se determiné diariamente hasta final
del proceso de germinacion. Este parametro se obtiene con el nimero de semillas

que germinaron entre el nimero de semillas totales por cien.

% germinacion = [(numero de semillas germinadas) / (nUmero total de semillas)] X
100

La longitud radicular de los germinados se determiné a partir del segundo dia del
proceso y hasta el final del mismo. La medicidén se realizdé con una regla desde el

cuello del vastago hasta el meristema apical.
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5.5 Andlisis nutricional de los germinados

Se realiz6 un andlisis proximal por los métodos de la AOAC: humedad, 925.10;
grasa, 920.85; cenizas, 923.03 y proteina, 920.87 de cada una de las harinas
obtenidas de los germinados tratados mediante induccion, teniendo como

controles al germinado con agua destilada y una harina de la semilla sin germinar.

30



5.6 Determinacion de los componentes antinutricios de los germinados

5.6.1 Actividad del inhibidor de tripsina

La determinacion de la actividad del inhibidor de tripsina se llevé a cabo mediante
el método descrito por Kakade y colaboradores (1974) y modificado por Vidal-
Valverde y colaboradores (2002). La técnica se basa en observar la inhibicion
producida por un extracto acuoso (soluciéon de NaOH 0.01 N) de la muestra sobre
una solucion estandar de tripsina. El extracto directo o diluido se pone en contacto
con una solucion estandarizada de tripsina (40 ug/10 mL), y después de un cierto
tiempo se determina la actividad proteolitica remanente, por medio de un sustrato
sintético N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA), el cual produce una coloracion
que se lee en el espectrofotbmetro a una longitud de onda de 410 nm. Dicha

coloracion es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de la muestra.

A un gramo de la harina finamente molida se le adicionaron 50 mL de NaOH 0.01
N ajustando el pH a 9.6 y manteniendo en agitaciéon por 2 h a 300 rpm.
Posteriormente, se separd el sobrenadante y se realizaron diluciones hasta el
punto en que 1 mL produce de 40 a 60% de inhibicion. Se tomaron porciones del
concentrado y diluciones de 0, 0.6, 1.0, 1.4 y 1.8 mL ajustando el volumen a 2 mL
con agua destilada. A la solucién se le agregaron 2 mL de una solucién de tripsina
(20 pg/mL) y se mantuvo a 37 °C por 10 min. Posteriormente, se agregd solucion
BAPNA. Esta reaccién se llevo por espacio de 10 min y se detuvo con la adicion

de 1 mL de acido acético al 30%. Finalmente, la absorbancia se midi6é a 410 nm.

Una unidad de tripsina (U.T.) se define de manera arbitraria como el incremento
de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm en 10 mL de mezcla de reaccién
(Kakade et al.,, 1974). La actividad de inhibidores de tripsina se expresd en
términos de unidades de tripsina inhibida (U.T.l.), por lo cual finalmente los
resultados se expresaron como unidades inhibitorias de tripsina por mg de

muestra seca.
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5.6.1.2 Determinacion de lectinas

La determinacion de lectinas se realizd6 mediante la técnica de actividad
hemaglutinante de acuerdo al método previamente reportado por Le Berre-Anton y
colaboradores (1997). En placas de 96 pozos se colocaron 25 uL de diluciones
seriadas 1:2 de los germinados y sus controles (1 mg/mL) y éstas se mezclaron a
temperatura ambiente con solucion salina estéril (NaCl al 9%), se adiciond una
suspensiéon (1:1) de eritrocitos O Rh (+) al 5% (v/v), los cuales previamente se
lavaron 3 veces en la misma solucién. La hemaglutinacion se evalu6 2 h después
a temperatura ambiente utilizando un esteroscopio y se reporta como unidades de

hemaglutinacion por mg de proteina.

5.6.1.3 Cuantificacion de &cido fitico

El contenido de &acido fitico se determindé de acuerdo al método de Frihbeck
(1995). Este método emplea una columna de intercambio i6nico con el fin de
purificar los extractos del acido fitico, eliminando las fracciones menores de
fosfatos de inositol que cominmente se incluyen en otros métodos, permitiendo
una cuantificacion real del acido fitico. La determinacion colorimétrica se basa en
la medida de la disminucion de la absorbancia a 500 nm, del complejo FeCls/acido

sulfosalicilico (Reactivo de Wade) debido al enlace del Fe (lll) con el acido fitico.

Se pes6 1 g del germinado conteniendo menos de 5% de grasa y se le
adicionaron 20 mL de HCI 2.4% (0.65 N) ajustando el pH a 1. Posteriormente, la
mezcla se sometié a agitacion vigorosa durante 2 h a temperatura ambiente. El
extracto obtenido se centrifugé a 12,000 rpm a temperatura ambiente y se obtuvo
el sobrenadante. A continuacién se realizd un proceso de purificacion por columna
de intercambio i6nico, para lo cual se tomd una alicuota de los sobrenadantes
colectados y se diluyd con agua desionizada para disminuir la concentracion total
del anion. Se recomienda la dilucion de 1:25 para alimentos que contengan 1% o
mas de acido fitico, y la dilucion de 5:25 en caso de contener menos, ajustando el

pH a 6 con NaOH 1 N. Posteriormente, se tomaron 10 mL de la alicuota diluida y
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se transfirieron a la columna (previamente preparada). Se lavo la columna con 15
mL de NaCl 0.1 N (para eliminar el fosfato inorganico y fracciones menores de
inositol). Se eluy6 al fitato con 15 mL de NaCl 0.7 N y se colecté el extracto
purificado. Finalmente, se realiz6 la determinacion espectrofotométrica, para lo
cual se tomaron 3 mL de agua desionizada (utilizada como blanco), 3 mL de los
estandares (soluciones de fitato de sodio conteniendo de 5 a 50 yg/mL en agua
desionizada) y 3 mL de los extractos purificados a través de la columna, los cuales
se ajustaron previamente a pH 3 y se les adicioné 1 mL de reactivo de Wade
(0.03% de FeCls*6H20 + 0.3% acido sulfosalicilico en agua desionizada). Se
sometieron a agitacion en un vortex por 5 s y se leyo la absorbancia a 500 nm.

Se us0 una celda con agua desionizada para calibrar el espectrofotdmetro en cero
y se leyd la absorbancia del blanco, las muestras problema y los estandares; a
cada una de estos valores se le resté por separado el blanco para asi obtener la
absorbancia corregida respectiva. Se realiz6 la curva patrén con fitato de sodio y
por regresion lineal se interpolaron los datos para obtener la concentracion de

acido fitico presente en las muestras.

5.7 Andlisis nutracéutico de los germinados

5.7.1 Perfil fitoquimico mediante HPLC

El perfil fitoquimico se realiz6 en un sistema de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) (Agilent 1200) con un detector de arreglo de diodos (DAD)
acoplado a un detector de espectrometria de masas (MSD) equipado con una
interfase de electrospray (ESI) (Agilent 1100), utilizando una columna Zorbax
ODS-18 (15 x 4.6 mm, 5 um) a 40 °C. El espectrometro de masas se opero en
modo de ionizacién negativa utilizando las siguientes condiciones: voltaje de
capilar de 4000 V, presion de nebulizador de 40 psi, flujo de gas nebulizador de 10
L/min, temperatura del gas de nebulizador de 300 °C, voltaje del cuadrupolo de
150 V, voltaje del fragmentador de 130 V. Los espectros de masas se adquirieron

en un rango de 80-1200 m/z.
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La separacion de polifenoles se realizé utilizando como fase movil agua:acido
férmico 99:1 (A) y acetonitrilo (B) en condiciones de gradiente: 95/5 (A/B) de 0-20
min, 80/20 de 20-25 min, 60/40 de 25-30 min, seguido de 5 min de re-
acondicionamiento con las condiciones iniciales. El flujo de la fase movil fue de 0.8
mL/min y se realiz6 la mediciébn de absorbancias a 280, 320 y 360 nm. La
cuantificacion de acidos fendlicos se realiz6 utilizando acido galico como estandar,

catequina para flavonoides y genisteina para isoflavonas.

Para la separacion de fitoesteroles se utiliz6 como fase movil metanol (A) y agua:
acetonitrilo 99:1 (B) en condiciones de gradiente: 85/15 A/B de 0-15 min, 100/0 de
15-30 min, seguido de 5 min de re-acondicionamiento con las condiciones
iniciales. El flujo de la fase movil fue de 0.8 mL/min y se realizé la medicién de
absorbancias a 205 nm. Para la cuantificacion de fitoesteroles se utilizd B-

sitosterol como estandar.

En la separacion de saponinas se utiliz6 como fase movil acetonitrilo:acido férmico
99.9:0.1 (A) y agua:acido formico 99.9:0.1 (B) en condiciones de gradiente: 75/25
A/B de 0-3 min, 50/50 de 3-20 min, 20/80 de 20-30 min, seguido de 5 min de re-
acondicionamiento con las condiciones iniciales. El flujo de la fase mévil fue de 0.4
mL/min y se realizé la medicion de absorbancias a 310 nm. Para la cuantificacion

de saponinas se utilizé soyasaponina | como estandar.

5.8 Anélisis en células Hepalclc7

5.8.1 Cultivo celular

Se empled la linea celular de hepatocarcinoma murino (Hepalclc7; American
Type Culture Collection-ATCC, Rockville, MD, EUA), en la cual se han ensayado
la induccién de sistemas antioxidantes. EI mantenimiento y las transferencias se
realizaron en base a los protocolos de la ATCC. Cuando las células alcanzaron
una confluencia del 70%, se transfirieron con ayuda de 0.25% de tripsina-EDTA

(1x) (Sigma Aldrich, St. Louis, Ml, EUA) y se sembraron en nuevas placas.
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5.8.2 Tratamientos

Las células Hepalclc7 se sembraron a una densidad de 7x10° en placas de 12
pozos hasta una confluencia de 70-80%; se removio el medio de cultivo y se
enjuagaron las células con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS).
Posteriormente, se adicion6 1 mL de extracto de los germinados disueltos en
DMSO al 0.5% (anexo 1), ademas de un control con glucosa basal (5.5 mM).
Estos se incubaron a 37 °C y 5% de CO2 por 24 h. Al finalizar los tratamientos
(cuadro 1), las células se enjuagaron dos veces con PBS estéril para eliminar

rastros de los extractos.

Cuadro 1. Extractos de diferentes germinados de garbanzo empleados a
diferentes concentraciones en células Hepalclc7

Tratamiento Concentracion
Extracto germinado
10 pg/mL
control
Extracto germinado
100 pg/mL
control
Extracto germinado
; _ 10 pg/mL
inducido con AS 2 mM
Extracto germinado
100 pg/mL

inducido con AS 2 Mm

5.8.3 Viabilidad celular (prueba MTT):

Esta prueba se realiz6 con el ensayo MTT (bromuro de dimetil-tiazolil-difenil-
tetrazolio, de la marca Sigma (St. Louis, MO, EUA) basado en la reduccion
metabdlica del reactivo realizado por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa que genera el compuesto formazan. El ensayo permite determinar
la funcionalidad mitocondrial de las células, donde el niumero de células vivas es
proporcional a la cantidad del compuesto azul obscuro (formazan) producido. La

técnica se realiz6 siguiendo los protocolos del laboratorio de alimentos funcionales
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a cargo de la Dra. Nuria Rocha (Unidad de Posgrado e Investigacion del Instituto
Tecnologico de Durango) con algunas modificaciones. Una vez concluido el
tratamiento, se adicionaron 100 uL de medio de cultivo DMEM sin glucosa mas
100 pL de solucién preparada de MTT a cada pozo. La placa se incubé durante 30
min a 37 °C con 5% de CO:. Posteriormente, se retird cuidadosamente el medio y
se afadieron 200 pL de DMSO. La absorbancia se midié a 570 nm. Finalmente, se
calculo la viabilidad celular en funcion de los valores de la absorbancia, cuyos

valores se expresan en porcentajes.

5.8.4 Ensayos de actividad antioxidante

Para la obtencion de los homogenados citosélicos celulares se utilizo la técnica de
congelacion (-70 °C) y descongelacion del laboratorio del Dr. Kensler (Johns
Hopkins University) con algunas modificaciones (anexo 2). Todos los tratamientos

se realizaron por triplicado.

5.8.4.1 Determinacion de la concentracién de glutation reducido (GSH)

La concentracion de GSH se determind en base a la habilidad del grupo SH para
reducir acido 5,5 -ditiobis dinitro benzoico (DTNB) a acido 5-tio-2-nitrobenzoico
(TNB) (Ellman, 1959). Los niveles se expresaron en uM de GSH/mg de proteina

contenida en las muestras.

Para la determinacion de GSH se tomaron 50 pL de homogenado citosélico,
preparado como se menciond anteriormente (anexo 2). Se adicionaron 40 pL de
agua destilada y 10 pL de &cido tricloroacético (TCA) preparado al 20%. Se
incubaron las muestras en hielo durante 30 min y se centrifugaron a 8500 g por 5
min. Posteriormente, se recolectd el sobrenadante y se colocaron 50 pyL del mismo

en una placa de 96 pozos. Ademas, se adicionaron los siguientes reactivos:

- 150 pL de solucion amortiguadora TRIS-EDTA (anexo 2)
- 80 pL de metanol puro
- 20 pL de DTNB (anexo 3)
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Se incubd la placa a temperatura ambiente durante 5 min y finalmente se leyo la

absorbancia 412 nm.

5.8.4.2 Evaluacién de la actividad de glutatién-S-transferasa (GST)

La evaluacion de la actividad de la GST se basa en la reaccidn catalizada por la
GST que reduce el GSH en presencia de cloro-dinitro-benceno (CDNB) a glutation
reducido-dinitrobenceno (GS-dinitrobenceno). La absorbancia de dicho producto
es cuantificable a 340 nm (Habig et al., 1974).

Para la técnica se siguieron protocolos del laboratorio del Dr. Kensler (Johns
Hopkins University). Se tomaron 50 pyL de homogenado citosodlico, preparado
como se menciond anteriormente (anexo 2), se colocaron en una placa de 96

pozos y se adicionaron los siguientes reactivos:

- 100 pL de solucion de GSH 3 mM (anexo 5)
- 150 pL de solucion de CDNB 2 mM (anexo 6)

Se midié la absorbancia a 340 nm durante 2 min en intervalos de 20 s.

La actividad de la GST se calculé en nmol/mg de proteina/min con la siguiente

ecuacion:

AA/min

GST =
(Coef.ext.CDNB)(mg proteina)

Donde:

AA/min = valor de: absorbancia del minuto 2 — absorbancia del minuto 1 de la
muestra

Coeficiente de extincién del CDNB = 0.0096 M-icm*
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5.8.4.3 Evaluacién de la actividad de quinona reductasa (NQO1)

La evaluacion de la actividad de NQO1 se basa en la reaccion catalizada por la
NQO1 que reduce la menadiona a menadiol mediante la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato en su forma reducida (NADPH); posteriormente, el menadiol
reduce el compuesto MTT resultando la formacion de una coloracion azul
cuantificable a una longitud de onda de 610 nm (Prochaska & Santamaria, 1988).
Para la técnica se siguieron protocolos del laboratorio del Dr. Kensler (Johns
Hopkins University). Se tomaron 50 pL de homogenado citosoélico, preparado
como se mencion6 anteriormente (anexo 2), se colocaron en una placa de 96

pozos y se adicionaron los siguientes reactivos en el orden mencionado:
- 200 pL de soluciéon amortiguadora suplementada con menadiona (anexo 7)
Se incubd la placa durante 5 min a temperatura ambiente
- 50 pL de solucién amortiguadora suplementada con dicumarol (anexo 8)
Se midi6 la absorbancia a 610 nm.

La actividad de NQO1l se calcul6 en nmol/mg de proteina/por minuto

empleando la siguiente ecuacion:

_ As10
"~ (€)(mg proteina)(min)(F)

QR

Donde:

Aes10 = absorbancia de la muestra
€ =MTT €610 = 11.3 mMicm?
Min = minutos de reaccion = 5

F = factor de correccion = 3.333
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5.8.4.4 Cuantificacion de proteina por BCA

La proteina total de las muestras se llevo a cabo utilizando el kit enziméatico Pierce
BCA Protein Assay Kit (Termo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA).

Para lo anterior, se obtuvieron los homogenados citosdlicos (anexo 2); se
colocaron 50 pL de muestra en una placa de 96 pozos y se afadieron los reactivos

de la siguiente forma:
- 250 pL de solucion de trabajo (1:50) - 1- reactivo A; 50- reactivo B

Se incubd la placa a 37 °C durante 30 min. Posteriormente se coloco en el
lector de microplacas y se programo agitacion durante 30 s. Finalmente se leyo
la absorbancia a 562 nm.

5.9 Andlisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + desviacion estandar (DE). La
evaluacion estadistica de los datos se determiné mediante el analisis de varianza
(ANOVA) con un nivel del confianza del 95%, seguida de la comparacion de
medias por la prueba de Dunnet para evaluar parametros agronémicos, mientras
que, la prueba de Tukey se utiliz6 para evaluar el contenido de compuestos
bioactivos y la actividad bioldgica de los mismos. Los resultados se analizaron con
el paquete estadistico JMP 8.0. (SAS Institute, EUA) y los graficos se realizaron

con ayuda del paquete GraphPad 5.0 (GraphPad Software, Incorporated, EUA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Parametros agronémicos de los germinados de garbanzo inducidos

quimicamente

En la Figura 1 se muestran los porcentajes de germinacion de las semillas de
garbanzo de los cultivares Blanoro, Patrén y San Antonio. Los tres cultivares
presentaron porcentajes de germinacion superiores al 90%; sin embargo, en
relacion a la aplicacion de tratamientos con diferentes inductores quimicos el
cultivar Blanoro solamente presentd diferencia estadistica al tener un porcentaje
de germinacion superior en los tratamientos con QN 7 uM y AS 2 mM, respecto a
su control sin induccién quimica. En los otros dos cultivares Patron y San Antonio
elicitados no se observaron porcentajes de germinacion mayores o menores de los

tratamientos respecto al germinado control.

Por otro lado, la longitud de la radicula que presentaron las semillas germinadas
de los cultivares mencionados anteriormente se muestran en la Figura 2. Se
observaron diferencias significativas en el cultivar Patrén con el tratamiento de QN
7 UM y en el cultivar San Antonio con el tratamiento AS 1 mM, los cuales fueron
superior e inferior, respectivamente, tomando como referencia la longitud de la
radicula del germinado control. El cultivar Blanoro elicitado no presentd una

longitud radicular superior o inferior respecto al control.
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Figura 1. Porcentaje de germinacion en semillas de diferentes cultivares de
garbanzo inducidos quimicamente. Los datos se expresan como la media + DE. *
Indica diferencia estadistica mediante la prueba de Dunnet (a = 0.05). Control:

germinado con agua destilada. AS: acido salicilico; QN: quitosano.
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Figura 2. Tamafio de radicula en semillas germinadas de diferentes variedades de
garbanzo inducidas quimicamente. Los datos se expresan como la media + DE. *
Indica diferencia estadistica mediante la prueba de Dunnet (a = 0.05). Control: germinado

con agua destilada; AS: acido salicilico; QN: quitosano.
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6.2. Contenidos totales de fitoquimicos en germinados de diferentes cultivares

de garbanzo inducidos quimicamente

La Figura 3 muestra el contenido de polifenoles en los germinados de garbanzo
por cada cultivar, asi como por tratamiento de induccidon quimica. Se puede
observar que en los tres cultivares se encontraron tratamientos estadisticamente
diferentes respecto al control, por lo que la induccién quimica tuvo efectos
positivos al incrementar en mayor proporcion el contenido de polifenoles en el
cultivar Blanoro tratado con AS 2 mM; el cultivar Patrén fue superior en el
tratamiento con QN 3.3 uM; mientras que, el cultivar San Antonio también superd

a los demas tratamientos en la induccion con QN 7 uM.
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Figura 3. Contenido de compuestos fenodlicos totales mediante HPLC en
germinados de diferentes cultivares de garbanzo inducidos quimicamente.

Los datos se expresan como la media + DE de cada cultivar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). La cuantificacion se realizd
mediante la técnica de HPLC. Control: germinado con agua destilada; AS: acido salicilico;

QN: quitosano.
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La Figura 4 muestra el contenido de fitoesteroles en los germinados de garbanzo
por cada cultivar, asi como por tratamiento de induccidon quimica. Se puede
observar que en los tres cultivares se encontraron tratamientos estadisticamente
diferentes respecto al control; sin embargo, en el caso del cultivar Blanoro se
encontré que la mayoria de los tratamientos fueron similares entre si. En el caso
de los cultivares Patron y San Antonio se observan diferencias mas marcadas,
siendo los tratamientos H202 30 mM y QN 3.3 uM, respectivamente, los que

presentaron el mayor contenido de fitoesteroles.
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Figura 4. Contenido de fitoesteroles totales mediante HPLC en germinados de
diferentes cultivares de garbanzo inducidos quimicamente.

Los datos se expresan como la media + DE de cada cultivar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). La cuantificacion se realizé
mediante la técnica de HPLC. Control: germinado con agua destilada; AS: acido salicilico;

QN: quitosano.
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La Figura 5 muestra el contenido de saponinas en los germinados de garbanzo
por cada cultivar, asi como por tratamiento de induccidon quimica. Se puede
observar que en los tres cultivares se encontraron tratamientos estadisticamente
diferentes respecto al control, por lo que la induccién quimica tuvo efectos
positivos al incrementar en mayor proporcion el contenido de saponinas en el
cultivar Blanoro tratado con AS 2 mM; el cultivar Patron fue superior en el
tratamiento con QN 3.3 yM; mientras que, el cultivar San Antonio también superé

a los demas tratamientos en la induccion con QN 7 uM.
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Figura 5. Contenido de saponinas totales mediante HPLC en germinados de
diferentes cultivares de garbanzo inducidos quimicamente.

Los datos se expresan como la media + DE de cada cultivar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). La cuantificacion se realizo
mediante la técnica de HPLC. Control: germinado con agua destilada; AS: acido salicilico;

QN: quitosano.
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Qiaoying y colaboradores en 2009 observaron que durante la germinacién del
garbanzo se incrementa el contenido de compuestos fendlicos como son las
isoflavonas. De manera similar, la induccién quimica con AS y H202 durante la
germinacion de otras leguminosas como el frijol comun, incrementa el contenido
de compuestos fendlicos y saponinas en una proporcion del doble respecto al
control sin inducir (Mendoza-Séanchez et al., 2016).

6.3. Identificaciobn y cuantificacion de compuestos fitogquimicos en

germinados de diferentes cultivares de garbanzo inducidos quimicamente

De acuerdo a la literatura, el analisis detallado del perfil fitoquimico presente en un
material en particular es indispensable para inferir sobre sus propiedades
bioldgicas. Por lo anterior, en el presente proyecto se analizo el perfil fitoquimico
de los germinados de tres cultivares de garbanzo a través de un sistema HPLC-
MS, confirmandose que las isoflavonas biocanina A, formonotetina y genisteina
(Gupta et al., 2017), fueron los compuestos mayoritarios presentes en los
germinados de los tres cultivares: Blanoro (Cuadro 2), Patron (Cuadro 3) y San
Antonio (Cuadro 4).

El germinado control del cultivar Blanoro presento los niveles mas altos (mg/g) de
formonotetina y biocanina A (3.33 £ 0.03 y 4.46 + 0.03), seguido del germinado del
cultivar San Antonio (2.53 + 0.00y 1.96 + 0.01) y del germinado del cultivar Patrén
(1.52 £ 0.00 y 1.37 £ 0.01), respectivamente. En cuanto a la genisteina, la mayor
concentracion (mg/g) se detect6é en el germinado control del cultivar San Antonio
(1.84 £ 0.01), seqguido de los germinados de los cultivares Blanoro (1.60 = 0.01) y
Patrén (1.43 + 0.01).

De manera adicional se detectaron y cuantificaron compuestos fendlicos
previamente reportados en la semilla y el germinado de garbanzo e incluyeron:

acido clorogénico, epicatequina, daidzeina, quercetina y rutina, y en menor
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concentracion catequina, secoisolariciresinol y los acidos protocatecuico, galico, 4-
hidroxibenzoico, cumarico y sinaptico (Wu et al., 2012; Gao et al., 2015; Gupta et
al., 2017).

Es importante mencionar que en el presente estudio también se identificaron y
cuantificaron (> 0.10 mg/g) en los germinados de garbanzo compuestos no
previamente reportados o detectados en la literatura, e incluyeron: Matairesinol y
galato de epigalocatequina, ademas de otros compuestos en concentraciones
menores a 0.10 mg/g de muestra (metil galato, kaempferol, galato de

epicatequina).

La aplicacion de elicitores durante la germinacion increment6 los contenidos de las
tres isoflavonas mayoritarias presentes en los germinados de garbanzo
(genisteina, biocanina A y formonotetina), detectdndose los mayores incrementos
con el tratamiento AS 2 mM para el cultivar Blanoro (14, 43 y 80%,
respectivamente; Cuadro 2), los tratamientos H202 30 mM y QN 3.3 pM para el
cultivar Patron (17, 78 y 114%, respectivamente; Cuadro 3) y el tratamiento QN 7
UM para el cultivar San Antonio (35, 22 y 45%, respectivamente; Cuadro 4). Estos
resultados sugieren que los cultivares evaluados difieren en su respuesta a la

induccién quimica, en cuanto al elicitor y su concentracion.

De manera adicional, en el cultivar Blanoro tratado con AS 2 mM se detectaron
incrementos importantes del 27 al 189% en los contenidos de epicatequina,
matairesinol, metil galato, kaempferol, galato de epicatequina, galato de
epigalocatequina, acido cumarico y quercetina, obteniéndose el mayor incremento

para este ultimo flavonoide mencionado.

En lo que respecta a los germinados del cultivar Patron tratados con H202 30 mM
y QN 3.3 pM se detectaron los incrementos mas importantes (del 30 al 333%) en
los contenidos de &cido clorogénico, epicatequina, daidzeina, matairesinol, metil
galato, kaempferol, galato de epigalocatequina, rutina y quercetina, obteniéndose

nuevamente el mayor incremento para este ultimo flavonoide.
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En el cultivar San Antonio tratado con QN 7 pM se detectaron incrementos del 21
al 129% en los contenidos de &acido clorogénico, daidzeina, matairesinol,
kaempferol, galato de epicatequina, galato de epigalocatequina, acido cumarico y
quercetina, obteniéndose el mayor incremento para este ultimo flavonoide en los

germinados inducidos quimicamente.

Los beneficios a la salud asociados a la semilla de garbanzo se atribuyen a las
dos principales isoflavonas, biocanina A y formonotetina, las cuales poseen
actividades hipolipidémica y anticancerigena, antiinflamatoria y antioxidante
(Zhang et al., 2012; Liu et al., 2016). De acuerdo a estudios in vivo e in vitro, la
actividad antioxidante de estas dos isoflavonas esta mediada por el factor Nrf2 (Liu
et al., 2016; Jin et al., 2017).

De manera adicional, en la semilla y los germinados de garbanzo se encuentran
presentes los potentes fitoestrégenos daidzeina, genisteina y secoisolariciresinol,
los cuales pueden ser biotransformados de manera extensiva en humanos para
producir metabolitos como el equol y la enterolactona (Peterson et al., 2010; Wu et
al., 2012). El compuesto equol se produce principalmente a través de la actividad
de la microbiota intestinal sobre los precursores daidzeina y genisteina, tiene un
tiempo de vida mas prolongado que la daidzeina, y mayor actividad bioldgica,
incluyendo una mayor actividad antioxidante (Jackman et al., 2007; Wu et al.,
2012). De manera similar, la enterolactona se forma a partir de los precursores
secoisolariciresinol y matairesinol y el alto consumo de estos compuestos se ha
asociado con una proteccién contra enfermedades cardiovasculares (Peterson et
al., 2010) o atenuacion del estrés oxidativo en modelo inducido de sindrome
metabdlico (Pilar et al., 2017).

Como se mencion6 previamente, en los tres cultivares de garbanzo se obtuvo el
mayor incremento en el contenido de quercetina con la induccién quimica de los
germinados. El compuesto quercetina posee actividad antioxidante a través de la
induccion de las enzimas GST y GPx mediada por el factor Nrf2, y anticancerigena
a través de la inhibicion de la cinasa B Aurora (AURKB), inhibidor del gene
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supresor de tumores p53, y la induccién de apoptosis a través de EROs (Saw et
al., 2014; Chikara et al., 2018). Asi mismo, se obtuvieron incrementos importantes
para los flavonoides kaempferol, galato de epicatequina y galato de
epigalocatequina, los cuales también inducen los sistemas de defensa
antioxidante a través del factor Nrf2 y ejercen actividad anticancerigena a través
de diversos mecanismos (Na & Surh, 2008; Saw et al., 2014; Chikara et al., 2018),
siendo el galato de epigalocatequina uno de los fitoquimicos mas ampliamente

estudiado.

En cuanto al contenido de saponinas, se detectaron y cuantificaron compuestos
previamente reportados en la literatura e incluyeron: Soyasaponina Af,
soyasaponina Ba (V), soyasaponina Bb (I), soyasaponina Bd, soyasaponina ag,
soyasaponina g y soyaasaponina VI (Ruiz et al., 1996; Serventi et al., 2013; Ha et
al.,, 2014), siendo las soyasaponinas Af y VI los compuestos mayoritarios
presentes en los germinados de los tres cultivares: Blanoro (Cuadro 5), Patrén
(Cuadro 6) y San Antonio (Cuadro 7).

De manera similar, la aplicacion de elicitores durante la germinacién incremento
los contenidos de las saponinas mayoritarias presentes en los germinados de
garbanzo (soyasaponinas Af y VI), detectandose los mayores incrementos con el
tratamiento AS 2 mM para el cultivar Blanoro (38 y 25%, respectivamente; Cuadro
5), QN 3.3 uM para el cultivar Patron (53 y 25%, respectivamente; Cuadro 6) y QN
7 UM para el cultivar San Antonio (59 y 35%, respectivamente; Cuadro 7). Estos
resultados nuevamente indican que los cultivares evaluados difieren en su

respuesta a la induccién quimica, en cuanto al elicitor y su concentracion.

De acuerdo a la revision de la literatura, en el presente estudio se identificd y
cuantifico por primera vez el compuesto faseosido | en los germinados de
garbanzo control y elicitados quimicamente, encontrdndose incrementos
importantes del 62% en el cultivar Blanoro tratado con AS 2 mM (Cuadro 5), hasta
de 655% para el cultivar Patron tratado con QN 3.3 pM (Cuadro 6) y del 160% en
el cultivar San Antonio tratado con QN 7 pM (Cuadro 7). Para el resto de las
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saponinas identificadas en el presente estudio no se encontraron incrementos

importantes en los germinados elicitados con las condiciones arriba mencionadas.

Los beneficios a la salud asociados a las saponinas incluyen una actividad
hipocolesterolémica a través del control de los niveles de colesterol en plasma
como resultado de una disminucion en la tasa de absorcion (Sidhu & Oakenfull,
1986). Asi mismo, se ha evaluado su efecto protector en un modelo inducido de
diabetes mediante la atenuacion del dafio renal a través de la induccion de
sistemas antioxidantes, entre otros mecanismos, en ratas diabéticas a las cuales
se les administré un extracto total de saponinas de garbanzo (Kaiser et al., 2012).
De manera similar, extractos totales de saponinas provenientes de otras fuentes
naturales confirman que la actividad antioxidante de las saponinas estd mediada
por el factor Nrf2 tanto in vivo como in vitro (Fan et al., 2016; Kang et al., 2016;
Choi et al., 2017).

Finalmente, se detectaron y cuantificaron fitoesteroles previamente reportados en
la literatura e incluyeron el B-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Jukanti et al.,
2012), siendo el B-sitosterol el componente mayoritario en los germinados control
de los tres cultivares de garbanzo: Blanoro (Cuadro 8), Patron (Cuadro 9) y San
Antonio (Cuadro 10). Asi mismo, se identificaron y cuantificaron los compuestos
A5-avenasterol y A7-avenasterol en el germinado control del cultivar Blanoro; los
compuestos campesterol, sitosteril-3-B-glucopiranésido 'y campesteril-3--
glucopiranésido en el germinado control del cultivar Patron; mientras que, en el
germinado del cultivar San Antonio se identificaron también los compuestos
campesteril-3-B-glucopiranésido, fucosterol, A7-avenasterol y sitosteril-3--

glucopiranésido.

A diferencia de los resultados derivados de la identificacion y cuantificacion de
compuestos fenodlicos y saponinas, los germinados de los tres cultivares evaluados
no presentaron diferencias en su respuesta a la inducciéon quimica, es decir, los
contenidos de los fitoesteroles se mantuvieron aumentados o disminuidos

independientemente del elicitor y la concentracion aplicada. A pesar de esta
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observacién, se detectaron incrementos importantes en el contenido de -
sitosterol, campesterol, A5-avenasterol, brasicasterol y ergosterol del 21-364% en
el cultivar Blanoro con AS 2 mM, obteniéndose el mayor incremento para el
compuesto ergosterol (Cuadro 8). En los germinados del cultivar Patron elicitados
quimicamente, el incremento mas importante del componente mayoritario B-
sitosterol se detectd en el tratamiento de QN 7 uM (50%); bajo esta misma
condicion, el compuesto fucoesterol se incremento en un 1,137% con respecto al
valor en el germinado control de este cultivar. También se detectaron incrementos
importantes en otros fitoesteroles en los germinados elicitados con AS 2 mN y
H202 30 mM (Cuadro 9). En lo que respecta a los germinados del cultivar Patron
elicitados quimicamente, el incremento mas importante del componente
mayoritario B-sitosterol se detectdé también en el tratamiento de QN 7 uM (71%);
detectandose incrementos importantes en otros fitoesteroles en los germinados
elicitados con AS 1 mN y H202 20 mM (Cuadro 9).

Evidencia epidemiolégica indica una menor tasa de cancer de colon en
poblaciones con consumo elevado de ciertas leguminosas, incluyendo el garbanzo
(Gupta et al., 2017). En este contexto, diversos estudios en modelos animales de
cancer de colon inducidos quimicamente confirman el efecto quimioprotector del
tratamiento con [-sitosterol (0.2 p/v) por 8 semanas sobre el desarrollo de
tumores malignos (Deschner et al., 1982), de la harina de garbanzo administrada
al 10% (p/p) por 10 semanas sobre el numero y multiplicidad de fosas cripticas
aberrantes (Murillo et al., 2004), asi como del consumo de garbanzo cocido al 2 y
10% (p/p) por 10 semanas sobre marcadores inflamatorios y proliferativos (Chino-
Sanchez et al., 2017), entre otros estudios. Asi mismo, se ha evidenciado la
actividad antioxidante del B-sitosterol en un modelo de nefrotoxicidad inducida en
ratas Wistar a través de la induccion de genes regulados por el factor Nrf2
(Sharmila et al., 2016).
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Cuadro 2. Perfil fitoquimico de compuestos fendlicos mediante HPLC en germinados de garbanzo cultivar Blanoro inducido

guimicamente
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27.0 0.21 £ 0.00 021 + 000 022 <+ 000 027 =+ 000 028 <+ 000 028 =+ 000 028 == 0.00
116 <+ 010 139 <+ 0.17 1757 + 0.16 1083 <+ 0.05 11.05 + 0.07 1397 =+ 0.06 13.05 =+ 0.13

+

[+

Cuadro 3. Perfil fitoquimico de compuestos fenélicos mediante HPLC en germinados de garbanzo cultivar Patron inducido
guimicamente

| Ac.clorogénico 19 032 & 000 027 + 000 038 + 001 035 * 000 040 % 000 042 + 000 038 * 000
| Epicatequina 20 043 + 000 039 * 000 060 * 000 049 * 000 070 * 001 066 * 000 055 * 000
| Caequna 30 005 % 000 005 * 000 005 * 000 004 * 000 005 % 000 004 % 000 005 % 000
| Acgdlico | 37 002 + 000 003 * 000 003 * 000 003 * 000 003 % 000 003 * 000 004 * 000
| Ac. 4hidroxibenzoico . 42 001 + 000 00l * 000 00l * 000 001 * 000 001 % 000 00l # 000 002 % 000
. Genisteina 52 143 + 00l 120 + 00l 163 + 000 137 + 001 168 + 00l 142 + 001 164 + 001
| Daidzeina 56 023 : 000 021 * 000 031 * 000 024 000 030 * 000 028 % 000 030 % 000
| Matairesinol 62 027 & 000 023 * 000 037 * 000 031 % 000 035 % 000 038 * 000 032 % 000
| Metlgalato 71 002 % 000 002 % 000 002 000 002 + 000 004 * 000 005 % 000 004 % 000
| Secoisolariciresinol | 9.6 010 + 000 010 * 000 040 * 000 007 % 000 010 % 000 011 * 000 011 % 000
| Etlgalao 121 002 * 000 002 * 000 003 000 002 % 000 003 # 000 002 % 000 002 % 000
| Kaempferol 141 002 % 000 00l * 000 002 * 000 002 % 000 004 * 000 004 % 000 003 % 000
| Ac.protocatecuico 145 000 + 000 000 * 000 000 * 000 000 % 000 001 % 000 000 # 000 000 % 000
| Galato deepicatequina 147 004 * 000 003 * 000 004 * 000 003 + 000 005 # 000 003 % 000 004 % 000
_ 160 012 + 003 011 + 000 017 + 000 018 + 000 020 + 000 033 #+ 000 019 * 0.0
| Ac.pcumarico | 162 004 + 000 003 * 000 004 = 000 004 % 000 006 % 000 006 % 000 006 % 000
| Ac.rosmarinico 167 000 + 000 000 * 000 000 * 000 000 % 000 000 % 000 000 % 000 000 % 000
| Quercetinia 172 006 + 000 005 * 000 007 * 000 006 * 000 009 % 000 026 * 000 010 % 000
| Formononetina 174 152 & 000 126 + 001 131 * 001 152 * 001 213 % 001 326 * 001 206 % 001
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Cuadro 4. Perfil fitoquimico de compuestos fendlicos mediante HPLC en

inducido quimicamente

0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.05

1.85
0.02
0.01
0.00
0.27
8.42

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.05

2.44

0.03

0.01

0.00

0.21
10.10

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.03
0.00
0.00
0.00
0.00
0.07

1.87
0.05
0.01
0.00
0.27
8.14

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.06

germinados de garbanzo cultivar San Antonio
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Datos expresados como la media + DE de cada cultivar
destilada; AS: acido salicilico; QN: quitosano.
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0.04

0.05
0.00
0.07
1.84
1.31
0.01
0.00
0.01
0.29
7.48

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

+

0.00
0.00
0.00
0.02
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.08

0.07
0.00
0.32
3.66
2.39
0.02
0.00
0.01
0.29
11.58

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.00
0.00
0.00
0.02
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.10

. La cuantificacién se realiz6 mediante la técnica de HPLC. Control: germinado con agua
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Cuadro 5. Perfil fitoquimico de saponinas mediante HPLC en germinados de garbanzo cultivar Blanoro inducido

guimicamente

 Faseosidol 98 13442 + 312 17714 + 095 21770 + 233 15887 + 230 12067 + 199 13173 + 191 12493 + 320

_ 117 14271 &+ 070 12451 + 238 11578 + 078 11304 + 078 12414 + 121 10757 + 351 9306 * 1.78
_ 13.1 25345 + 165 28574 + 1327 24145 + 537 26383 + 368 27278 + 780 23352 + 292 23745 = 2.43
_ 137 686.75 + 7.89 81664 + 1157 94868 + 7.12 76653 + 1145 94452 + 1168 507.23 + 284 47394 % 4.21
_ 14.9 6170 + 021 7408 + 098 4952 + 103 6347 + 041 4876 + 147 7584 + 026 5606 = 0.93
_ 19.2 77186 + 491 83541 + 675 96130 + 725 91343 + 2092 85498 + 1814 62134 + 872 54297 % 4.85
_ 25.4 11289 + 067 7917 + 219 875 + 139 8168 + 250 5843 + 104 3606 + 014 4112 % 0.87
_ 27.2 5840 + 018 8090 + 149 8718 + 112 9928 + 072 4872 + 114 12105 + 065 14700 = 4.02
 ysaponinas 222219 + 1933 247359 + 3960 2707.34 + 2638 2460.13 + 4275 247298 + 4448 183434 + 2095 171653 22.29

Cuadro 6. Perfil fitoquimico de saponinas mediante HPLC en germinados de garbanzo cultivar Patrén inducido
guimicamente

~ Faseosidol 9.8 2237 + 051 4520 + 097 5295 + 181 4246 + 096 13197 + 366 16889 + 393 4530 + 139
~ SoyasaponinaBb () 117 5092 + 166 8831 + 296 6229 + 097 6518 + 136 6490 + 118 9233 + 198 5681 + 200
| SoyasaponinaBa(V) 131 17881 + 371 13955 + 636 14719 + 046 1448 + 296 17260 + 3,27 18567 + 300 14802 + 119
| SoyasaponinaAf | 137 26979 + 437 277.66 + 327 29836 <+ 692 29880 + 296 35400 + 254 41143 + 500 34752 * 903
| SoyasaponinaBd = 149 10248 + 118 117.30 + 050 11953 + 163 12036 + 269 10226 + 116 26003 + 184 24929 * 492
| SoyaasaponinaVl = 192 30643 + 602 32642 =+ 484 30233 <+ 6.63 25505 <+ 4.60 33363 <+ 536 38449 <+ 439 20092 * 564
~ SoyasaponinaBg  25.4 1444 £ 002 1395 + 066 1411 + 049 1709 =+ 027 1431 =+ 018 1603 + 017 1461 *  0.26
| Soyasaponinaag = 27.2 24920 + 253 26145 =+ 321 23039 + 333 31839 + 829 38343 + 623 29563 <+ 668 31084 = 419
.~ 3saponinas 120344 + 2001 1269.84 + 2277 122714 + 2224 126221 =+ 2419 1557.10 =+ 2359 181450 + 26.98 146332 *  28.63

[0,
[e)]



Cuadro 7. Perfil fitoquimico de saponinas mediante HPLC en germinados de garbanzo cultivar San Antonio inducido

guimicamente

9.8

11.7

13.1

13.7

14.9

19.2

25.4

27.2

65.78

89.10

231.78

473.44

39.65

506.50

57.93

127.23
1591.4

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

3.95

3.65

5.94

7.25

0.90

7.29

111

3.76
33.8

Datos se expresan como la media =+ DE
germinado con agua destilada; AS: &cido salicilico; QN: quitosano.

93.03

109.13

250.51

719.01

36.74

638.01

44.33

138.39
2029.1

de cada cultivar. La cuantificacion se

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

+

3.58

2.36

3.33

5.82

0.49

8.65

0.78

4.31
29.3

109.19

153.79

205.03

613.75

0.00

520.03

38.95

176.72
1817.4

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

4

2.54
5.69

4.02

9.27

0.00

4.35

1.37

3.30
30.5

122.39

109.54

215.71

530.90

37.52

602.69

42.49

132.01
1793.2

I+

I+

I+

I+

I+

+

+

+

3.23

3.35

5.33

2.19

1.01

5.72

0.41

1.23
22.4

realizé

114.12

89.58

225.54

571.67

0.00

606.66

60.68

86.96
1755.2

mediante la técnica de HPLC.

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

4

2.71

3.61

4.30

9.85

0.00

5.57

1.26

3.38
30.6

147.15

79.98

237.32

678.25

47.82

566.98

43.99

91.62
1893.1

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

+

1.46

0.63

0.81

11.8

1.39

10.6

0.75

7.30
34.8

170.99

67.06

234.94

752.27

47.36

685.96

87.23

125.29
2171.0

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

+

Control:
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1.01
1.18

2.68

8.29

1.15

3.70

1.24

3.54
22.78



Cuadro 8. Perfil fitoquimico de fitoesteroles mediante HPLC en germinados de garbanzo cultivar Blanoro inducido

guimicamente

2.1
2.3
2.7
3.8
6.3
7.3
87
16.9
17.1

19.7

20.1

25.6

16.38
4.26
2.65

40.10
2.14

165.63

17.97

35.88
4.93

15.14

20.62

LDL

325.70

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.45
0.16
0.06
0.93
0.15
0.08
0.07
0.14
0.19

0.20

0.62

3.05

37.46
23.72
2.55
48.38
3.67
198.86
30.28
22.49
3.65

9.42

17.42

LDL

397.91

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.39
0.15
0.03
0.27
0.05
0.58
0.40
0.45
0.14

0.21

0.17

2.82

25.37
19.76
6.62
61.80
3.21
199.74
27.90
20.52
4.53

8.50

17.44

3.35

398.74

HE

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.14
0.42
0.15
0.46
0.09
0.98
0.27
0.29
0.01

0.12

0.17

0.07

3.18

36.67
22.41
12.10
49.88
2.04

195.40
20.97
25.61

4.91

11.49

25.43

0.79

407.69

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.69
0.32
0.10
1.73
0.04
0.65
0.62
0.36
0.17

0.26

0.31

0.02

5.27

36.05
23.05
221
35.83
2.52
197.04
20.44
34.67
6.65

10.65

30.68

3.37

403.15

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.84
0.70
0.07
0.24
0.09
0.99
0.06
0.28
0.08

0.19

0.64

0.05

4.23

36.87
20.59
1.65
19.38
3.62
197.95
29.54
26.55
5.11

6.95

32.93

1.04

382.18

HE

I+ I+ + + + + + + + I+

I+

I+

0.75
0.29
0.07
0.55
0.03
0.55
0.65
0.91
0.09

0.17

0.32

0.05

4.42

36.61
17.90
1.61
19.57
5.34
199.74
35.95
35.46
5.09

8.73

50.43

4.71

421.15

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.79
0.20
0.07
0.29
0.22
0.22
0.36
0.22
0.03

0.08
177
0.19

4.42
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Cuadro 9. Perfil fitoquimico de fitoesteroles mediante HPLC en germinados de garbanzo cultivar Patron inducido
guimicamente

| Brasicasterol 21 1410 * 020 2078 + 111 688 + 032 4509 & 017 7591 & 109 2567 + 034 98 + 015
| Ergosterol | 23 LDL LDL LDL 1279 + 008 3404 + 045 1933 + 005 LDL

| Fucosterol | 27 105 + 004 1010 + 020 3346 + 038 3484 * 054 1492 & 003 2636 + 133 1299 + 004
| A5Avenasterol | 38 216 + 001 LDL 181 + 011 30l + 014 372 =+ 012 267 + 003 203 + 002
| ATEstigmasterol | 63 204 + 002 2014 + 084 3100 * 013 2557 + 025 2071 + 022 2443 * 094 2473 032
| BSitoesterol | 73 19834 + 036 23180 + 3.8 227.17 + 058 22644 & 092 24679 + 264 29315 + 181 29648 + 152
| B-Campesterol 87 6057 + 041 5690 + 032 5004 + 104 6192 * 074 5633 + 030 5597 + 046 6562 + 081
| ATAvenasterol | 169 2793 + 016 2027 + 011 3716 + 024 3585 + 037 3056 + 020 2308 + 021 2672 + 040
| Estigmastanol  17.1 300 + 007 218 * 017 400 + 004 410 * 005 347 £ 010 48 £ 020 391 + 014
_ 197 5465 + 016 1051 + 017 2606 + 094 2216 + 044 2498 + 035 1635 + 006 3006 + 023
_ 201 13377 + 245 1028 + 019 8337 + 076 7298 + 052 7373 + 093 992 + 024 9153 + 0.88
_ 256 324 + 006 1171 + 023 1180 + 087 349 + 011 LDL 291 + 003 287 + 007
_ 50085 + 394 41278 + 652 52184 + 540 54824 + 431 59416 + 642 50471 + 571 566.78 + 4.58
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Cuadro 10. Perfil fitoquimico de fitoesteroles mediante HPLC en germinados de garbanzo cultivar San Antonio inducido

guimicamente

2.1
2.3
2.7
3.8
6.3
7.3
87
16.9
17.1

19.7

20.1

25.6

24.30
8.35
40.16
2.60
7.00
149.73
25.72
36.04
6.20

37.14

139.09

4.33

480.64

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.21
0.21
0.57
0.02
0.04
1.87
0.38
0.67
0.13

0.40

1.39

0.03

5.93

23.75
4.92
93.50
6.21
3.99
197.94
30.21
51.70
8.27

30.66

140.69

1.97

593.81

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.03
0.05
1.21
0.10
0.17
3.74
0.43
1.18
0.15

0.24

1.26

0.02

8.58

16.82
33.16
73.68
6.72
3.76
150.13
26.10
30.21
6.44

38.52

146.37

4.33

536.24

I+ I+ + + + + + + + + 4+

I+

I+

0.53
0.60
0.51
0.17
0.05
251
0.75
0.27
0.13

0.49

1.50

0.01

7.53

9.24
46.33
88.72

3.50

3.71

196.91
31.35
48.96

8.20

27.69

136.15

6.79

607.54

+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.16
0.65
1.01
0.15
0.10
3.74
0.37
2.10
0.15

0.51

0.72

0.11

9.77

18.54
34.28
75.80
6.54
3.55
166.38
27.36
35.21
6.64

24.69

114.73

5.74

519.46

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.35
0.79
1.07
0.09
0.09
231
0.20
0.34
0.09

0.29

2.01

0.09

7.71

23.25
51.69
93.76
1.50
10.38
203.71
38.58
37.72
6.92

45.57

151.01

8.64

672.73

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

Datos se expresan como la media + DE de cada cultivar. La cuantificacion se realiz6 mediante la técnica

germinado con agua destilada; AS: &cido salicilico; QN: quitosano.

0.79
0.90
1.01
0.13
0.15
2.03
0.10
0.39
0.20

0.36

1.55

0.14

7.75

16.29
29.95
59.14
5.04
3.37
255.85
24.86
21.02
3.52

30.86

99.98

2.39

562.26

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.49
0.66
0.29
0.06
0.16
1.80
0.70
0.86
0.03

0.85

4.30

0.03

10.24

de HPLC. Control:
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6.4. Determinacién de los componentes antinutricios de los germinados de

garbanzo inducidos quimicamente

Las figuras 6, 7 y 8 muestran los contenidos de lectinas, inhibidores de tripsina y
acido fitico, respectivamente. Se observa claramente que la germinaciéon por si
misma disminuyé el contenido de estos tres compuestos antinutricios en los
cultivares utilizados respecto a la semilla cruda, mostrando todos una disminucion
significativa de un 62, 34 y 49%, respectivamente. Esto confirma el hecho de que
la germinacion disminuye la cantidad de compuestos antinutricios en leguminosas

como el garbanzo (EI-Adawy, 2002).

En el caso particular del contenido de lectinas (Figura 6), todos los tratamientos
mostraron diferencia estadistica disminuyendo dicho contenido respecto al
germinado control en los tres cultivares; sin embargo, el tratamiento con AS 2 mM
presenté el menor contenido de lectinas respecto al control, disminuyendo

alrededor del 62% en el contenido de las mismas.
10 -
|

8 I2

UH/mg de proteina

N B8

CONTROH . o
AS 1 mMENSNSSSY O
H,0,20 m
H,0,30 m
CONTROH _______ ______ J=ic
AS 1 mMESNSS RN o
H,0,20 m
H,0, 30 m
CONTROH Mo
AS 1 mMESE SN Sy &
H,0,20 m
H,0, 30 m

[ I | J

BLANORO PATRON SAN ANTONIO
Figura 6. Contenido de lectinas en germinados de garbanzo de diferentes

cultivares inducidos quimicamente.
Los datos se expresan como la media + DE de cada cultivar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). Control: germinado con

agua destilada; AS: acido salicilico; QN: quitosano.; UH: unidades hemaglutinantes.
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De manera similar al contenido de lectinas, todos los tratamientos disminuyeron el
contenido de inhibidores de tripsina respecto al control (Figura 7). Cabe destacar
el menor contenido (hasta del 34%) de estos inhibidores para el tratamiento de AS

2 mM.

UIT/mg de proteina
3 o
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=
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~
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]
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===
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™ N
I T
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H,0, 20 mM
AS1mM
AS 2 mM
H,0, 20 mM
H,0, 30 mM
AS 1 mM

CONTROL4 MO
AS 1 mM=E NSRS NN Y @
H,0, 30 mM
CONTROL4 Mo
RS
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AME-——-—-.-..

=
ES
i}
o
4
(<]

QN 3.3 uM
QN 3.3 uM

PATRON SAN ANTONIO

@
-
>
P4
o
Py
(e}

Figura 7. Contenido de inhibidores de tripsina en germinados de garbanzo
de diferentes variedades inducidos quimicamente.

Los datos se expresan como la media + DE de cada cultivar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica mediante la prueba de Tukey (a =0.05). Control: germinado con
agua destilada; AS: &acido salicilico; QN: quitosano; UIT: unidades inhibidoras de tripsina.

Por otro lado, si bien el contenido de &cido fitico disminuy6 en los tres cultivares
respecto al germinado control, la Unica diferencia significativa observada se
encontré en el cultivar Blanoro con los tratamientos de AS 1 mM y QN 7 uM, los

cuales disminuyeron hasta un 49% el contenido del &cido fitico.

Estos datos nos ayudan a confirmar el hecho de que la induccion quimica durante
la germinacion potencia la disminucion de compuestos antinutricios en
leguminosas. Mejia-Teniente y colaboradores (2010), asi como Mendoza-Sanchez
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y colaboradores (2016), trabajaron con diferentes condiciones de induccién como
AS, QN y H202 en frijol comun. Estos dltimos autores observaron una disminucion
en el contenido de lectinas, inhibidores de tripsina y acido fitico entre un 48 y hasta

un 57%, mediante la aplicacion de QN 7 pM durante la germinacion de frijol.
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Figura 8. Contenido de acido fitico en germinados de garbanzo de diferentes

cultivares inducidos quimicamente.

Los datos se expresan como la media + DE de cada cultivar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). Control: germinado con
agua destilada; AS: acido salicilico; QN: quitosano.

6.5. Anadlisis nutricional de los germinados

Una vez realizado el analisis de metabolitos secundarios en los germinados
elicitados se procedié a cuantificar componentes relacionados a metabolismo
primario de la semilla, los cuales son de importancia nutrimental en las
leguminosas. Se eligieron los cultivares que presentaron una mejor respuesta a
determinados tratamientos. En el caso del cultivar Blanoro tratado con AS 2 mM,

presentd un mayor incremento en el contenido de compuestos fendlicos y
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saponinas respecto al control; ademas con este tratamiento se disminuy6 la mayor
cantidad de lectinas e inhibidores de tripsina. En el caso del cultivar San Antonio
tratado con QN 3.3 uM, presento el mayor incremento en el contenido fitoesteroles.
Como se muestra en el cuadro 11, no se encontr6 diferencia estadistica en cuanto
al contenido de grasa y cenizas, éstas ultimas representan de manera indirecta el
contenido de minerales. Si bien no se obtuvo el incremento esperado en estos
nutrientes (Jukanti et al., 2012), el hecho de no observar una disminucion de los
mismos nos sugiere que el metabolismo primario de la semilla no se vio afectado
negativamente. Esto, a pesar de que, como se mostré en cuadros anteriores, la
semilla presenté una activacion de su metabolismo secundario como respuesta a

la aplicacion de elicitores durante la germinacion.

Cuadro 11. Andlisis proximal en germinados de garbanzo de diferentes
cultivares inducidos quimicamente

Humedad Grasa Cenizas Proteina Carbohidratos
Blanoro
Semilla cruda 8.98+0.02° 5.57+0.172 3.48+0.012 16.84+0.15P 65.13
Germinado o /o 5116 53040.13%  2.54+0.02¢  21.76£0.11° 64.90
control
Germinado 1) 45,6 10s  541:0.18%  2.7140.04®  20.40£0.92 60.39
AS 2 mM
San Antonio
Semillacruda  7.60+0.16°  4.69+0.252  3.21+0.012  16.87+0.022 67.62
Germinado 2 g0 500 40310162  2.63:0.392  17.89+0.02 67.60
control
Germinado a a a a
QN 3ayy  1150£002 4.65+0.17 2.81+0.05 18.15+0.67 62.90

Control: germinado con agua destilada. Letras diferentes en cada columna indican
diferencia estadistica mediante la prueba de Tukey (a = 0.05).
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Cabe destacar que, comparando el contenido de proteina total de la semilla de la
variedad no pigmentada (cv. Blanoro) contra la variedad pigmentada (cv. San
Antonio), si se presentd un incremento significativo entre el 21 y 29% respecto a la
semilla cruda. La otra variedad, sin embargo no presenté dicho incremento; pero al
no haber diferencias entre la semilla cruda y los germinados estudiados, se

sugiere que tampoco se vio afectado su metabolismo primario.
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6.6 Actividad antioxidante mejorada de germinados de garbanzo a través de
induccion quimica en células Hepalclc7

Una estrategia importante de prevencion en materia de salud se basa en la
induccion en el organismo de enzimas antioxidantes y de detoxificacion (fase 2).
Entre las enzimas que destacan se encuentran la glutation-S-transferasa y la
NAD(P)H: quinona oxidorreductasa; dichas enzimas estan involucradas en la
prevencion de carcinogénesis, mutagénesis y procesos relacionados con la

toxicidad de algunas moléculas (Fahey et al., 1997).

La linea celular de hepatocarcinoma murino Hepalclc7 ha sido ampliamente
utilizada en ensayos de induccion de enzimas de fase 2 debido a su similitud con
tejidos normales; principalmente, presenta la caracteristica de biotransformar los
agentes xenobidticos y carcinbgenos de manera similar a una célula no
transformada, ademas de presentar una respuesta elevada a la induccion
(potencia inductora) de las enzimas mencionadas anteriormente (Fahey et al.,
2004)

Debido a lo anterior, es importante evaluar la actividad antioxidante mediante la
induccion de enzimas de fase 2 desde un enfoque preventivo con compuestos

presentes en la alimentacion.
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6.6.1 Viabilidad celular

Se evaluaron diferentes concentraciones (10-100 mg/mL) de extractos ricos en
compuestos fendlicos provenientes tanto de germinados inducidos quimicamente

como de germinados sin induccion.

Se compararon con un control de células incubadas con medio de cultivo en
condiciones basales (suplementado sdélo con glucosa 5.5 mM) y no se encontré
una disminucién significativa en el porcentaje de viabilidad de las mismas respecto
al control, por lo que, para ensayos posteriores, se incluyeron las mismas

concentraciones de extractos de prueba (10-100 mg/mL).
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Figura 9. Porcentaje de viabilidad celular evaluado mediante la prueba de
MTT con diferentes extractos de germinados inducidos y no inducidos

guimicamente

Datos expresados como la media + DE de cada tratamiento. * Indica diferencia estadistica
mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). Control: Incubado con glucosa a 5.5 mM,;
Germinado control: germinado con agua destilada; AS: &cido salicilico; MTT: bromuro de

dimetil tiazolil difenil tetrazolio.

67



Estudios realizados tanto en células hepaticas como adiposas emplearon
concentraciones similares (1-100 pg/mL) de extractos ricos en compuestos
fendlicos para evaluar efectos bioldgicos relativos al aumento en la internalizacion
de glucosa, asi como disminucion de lipidos intracelulares en dichas células
(Cordero-Herrera et al., 2012; Gao et al., 2015)

6.6.2 Efecto de extractos de germinados de garbanzo sobre los niveles de

GSH en células Hepalclc?

Una vez evaluada la viabilidad celular con diferentes concentraciones de extractos
y, al no encontrar una disminucién significativa de dicho pardmetro, se procedi6 a

evaluar la concentracion de GSH intracelular producido.

En la figura 10 se observa que no se produjo un aumento en la concentracion de
GSH al incubar las células con los extractos respecto al control sin extracto ni

entre tratamientos. 25-
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Figura 10. Concentracion de GSH en células Hepalclc7 incubadas con
extractos de germinados de garbanzo.

Datos expresados como la media + DE de cada tratamiento. * Indica diferencia estadistica
mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). Control: Incubado con glucosa a 5.5 mM,;
Germinado control: germinado con agua destilada; AS: &cido salicilico; GSH: glutation

reducido.
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Estudios en otras lineas celulares (macréfagos murinos) muestran un incremento
en los niveles de GSH al ocurrir un proceso de estrés oxidativo en las células. Este
proceso ocurre al activarse la transcripcion mediada por Nrf2 de la subunidad
catalitica de la enzima glutamato-cistein ligasa que participa en la sintesis de GSH
(Bea et al., 2003; Tomasi et al., 2014).

En el caso de la incubacion de los hepatocitos con los diferentes extractos de
germinado, la evaluacion se llevé a cabo en condiciones basales de nutrientes y

sin un estimulo externo de estrés oxidativo.

Por lo tanto, los resultados sugieren que las condiciones de incubacion con los
diferentes extractos utilizados no elevan los niveles de GSH al no tener presente

una condiciéon de estrés oxidativo.

6.6.3 Efecto de extractos de germinados de garbanzo sobre la actividad

enzimatica de GST en células Hepalclc?

De igual forma, se evaluaron concentraciones de extracto de 10 y 100 mg/mL
sobre la actividad de la enzima GST, la cual utiliza al GSH como sustrato para

llevar a cabo reacciones de detoxificacién en el organismo.

De manera similar a la concentracién de GSH presente en las células incubadas
con los extractos, no se presentd un incremento significativo en la actividad de

GST con los extractos respecto al control ni entre tratamientos (Figura 11).
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Figura 11. Actividad enzimatica de GST en células incubadas con extractos

de germinados de garbanzo.

Datos expresados como la media + DE de cada tratamiento. * Indica diferencia estadistica
mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). Control: Incubado con glucosa a 5.5 mM,;
Germinado control: germinado con agua destilada; AS: acido salicilico; GST: glutation-S-

transferasa.

En este caso, la enzima GST tampoco present6 una actividad elevada respecto a
los controles; posiblemente debido a que los tratamientos no indujeron una mayor
sintesis de GSH. McWalter y colaboradores (2004) observaron un menor
incremento en la actividad de GST respecto a otras enzimas como NQO1 en

células Hepalclc7 incubadas con sulfurofano 5 pmol/L.
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6.6.4 Efecto de extractos de germinados de garbanzo sobre la actividad
enzimatica de NQO1 en células Hepalclc7: POTENCIA INDUCTORA

Adicional a las pruebas realizadas, se evalud la potencia inductora de los extractos

de los germinados a través de la actividad de la enzima NQOL1.

Como se observa en la figura 12, los extractos, tanto de germinado Control (cv.
Blanoro) como el de germinado inducido con AS 2 mM, a una concentracion de
100 mg/mL, aumentaron significativamente entre un 97 y 84% la actividad de
NQO1, respecto al control. Por otro lado, no se presentaron diferencias

estadisticas entre tratamientos.
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Figura 12. Actividad enzimética de NQOL1 en células Hepalclc7 incubadas

con extractos de germinados de garbanzo.

Datos expresados como la media + DE de cada tratamiento. * Indica diferencia estadistica
mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). Control: Incubado con glucosa a 5.5 mM,;
Germinado control: germinado con agua destilada; AS: acido salicilico; NQO1: quinona

oxidorreductasa.
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En concentraciones de extracto de 100 mg/mL se propone que existe una
induccion de sistemas antioxidantes debido al aumento en la actividad de la
enzima mencionada (McWalter et al., 2004). Diferentes autores observaron un
incremento en la actividad de la enzima NQO1 a nivel hepético tanto in vitro como
in vivo en presencia de sulfurofano (McWalter et al., 2004; Yoxall et al., 2005); sin
embargo, no se observd un aumento en la actividad de GST. Esta diferencia de
respuestas podria deberse a la competencia entre factores de transcripcion de
ambas enzimas 0 a mecanismos epigenéticos como son las metilaciones (Tan et
al., 2010).

Los datos anteriores sugieren un aumento en la actividad de NQOL1 al utilizar una

concentracion mayor de extracto; sin embargo, ese aumento no se vio reflejado al

incubar las células con el extracto de un germinado inducido quimicamente.
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VII. CONCLUSIONES

En el presente estudio se evalud la induccion quimica de diferentes elicitores
sobre la germinacion de variedades y cultivares distintos de garbanzo. Se observo
gue los elicitores no afectan el metabolismo primario de la semilla; mientras que, la
aplicacion de estos compuestos si promueven el metabolismo secundario. Los
efectos mas significativos se presentaron en un aumento en el contenido de
compuestos fendlicos, saponinas y fitoesteroles. Entre los elicitores utilizados, el
AS tuvo la tendencia de incrementar el contenido de compuestos fendlicos y
saponinas en la variedad no pigmentada. EI QN, por su parte, tuvo un mayor
efecto en las variedades pigmentadas sobre la sintesis de fitoesteroles. EI AS tuvo
ademas un efecto significativo en la disminucién de compuestos antinutricios como
lectinas, inhibidores de tripsina y &cido fitico. Estos efectos diferenciales de los
elicitores sugiere que podrian estar implicados en la activacién de distintas vias de
sefalizacion de sintesis de metabolitos secundarios de acuerdo a la variedad del

garbanzo.

Ahora bien, el obtener materiales con mayor cantidad de compuestos bioactivos y
menor cantidad de compuestos antinutricios, permitié evaluar si la induccion
quimica que, evidentemente, tiene un efecto importante en las semillas durante la
germinacion, podria tener un efecto biolégico como antioxidante mayor. Sin
embargo, en el rango de las concentraciones utilizadas en el presente estudio no
se encontré una mayor actividad antioxidante del germinado asperjado con elicitor
(AS 2 mM) respecto del que no fue asperjado. Por otro lado, se pudo corroborar
que la germinacion es un proceso tecnoldgico accesible que si incrementa la
actividad de NQOL1 entre un 84 y un 97% respecto al control evaluado. Con lo
anterior se propone una induccion de sistemas antioxidantes a nivel transcripcional
a través de NQOL.
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ANEXO 1

Preparacion de extractos para incubacion de células
Por cada 25 mg de muestra de harina de germinado de garbanzo afadir:

- 500 pL de mezcla acetona: agua (proporcion 70: 30)

- Centrifugar a 7,000 g durante 30 s.

- Sonicar la muestra 3 veces durante 15 s dejando reposar 30 s cada vez.

- Centrifugar nuevamente las muestras a 15,000 g durante 5 min.

- Recuperar sobrenadante y colocarlo en un tubo de 1.5 mL.

- Se repite el proceso de extraccion con el precipitado y al final se juntan
ambos sobrenadantes.

- El sobrenadante obtenido se coloca en un evaporador de vacio hasta que

se evapore totalmente el solvente.

El residuo resultante de la evaporacién se disuelve en DMSO al 0.5% y se

esteriliza por medio de filtros de celulosa con un tamafio de poro de 0.45 um.
ANEXO 2
Obtencién de homogenados citosélicos

- Retirar medio de cultivo de la placa

- Lavar con 500 pL de PBS y retirar

- Agregar 200 pL de tripsina e incubar 10 min a 37 °C
- Agregar 300 pL de PBS para inactivar la tripsina

- Recolectar sobrenadante en tubos de 1.5 mL

- Centrifugar a 3,000 rpm por 5 min a 4 °C

- Desechar sobrenadante y afadir 500 pL de PBS

- Introducir al ultracongelador y dejar descongelar 3 veces

*Nota: Tomar la cantidad de suspension celular necesaria para las
determinaciones. El sobrante (si lo hubiera) se debe guardar de inmediato en el

ultracongelador.
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ANEXO 3
Solucién amortiguadora TRIS 0.2 M, EDTA 0.02 M, pH 8.2

- Pesar 0.744 g de EDTA
- Pesar 3.152 g de TRIS
- Diluir en matraz aforado de 100 mL con agua destilada

- Ajustar el pH antes de aforar.

ANEXO 4
Soluciéon de DTNB 2.46 mM

- Pesar 0.0243 g de &cido 5,5 -ditiobis dinitrobenzoico

- Disolver en 25 mL de la solucion amortiguadora TRIS-EDTA (anexo 2).

ANEXO 5
Solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M, pH 6.5

- Pesar 1.89 g de NaH2POa4 y disolver en 68.5 mL de agua destilada (0.2 M)
- Pesar 0.895 g de NaHPOa y disolver en 31.5 mL de agua destilada (0.2 M)
- Mezclar ambas soluciones y adicionar 100 mL mas de agua destilada

- Ajustar pH.

ANEXO 6
Solucién de GSH 3 mM

- Preparar solucion “stock” de GSH 150 mM de la siguiente manera:
o Pesar 46.1 mg de GSH y disolver en 1 mL de solucion amortiguadora
de fosfato de sodio 0.1 M
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- Diluir solucién de GSH 150 mM con solucion amortiguadora de fosfato de

sodio 0.1 M (anexo 4) hasta lograr la concentracion de 3 mM.

ANEXO 7
Solucién de CDNB 2 mM

- Preparar solucion “stock” de CDNB 60 mM de la siguiente manera:
o Pesar 12.156 mg de CDNB y disolver en 1 mL de etanol puro.
- Diluir solucién de CDNB 60 mM con solucion amortiguadora de fosfato de

sodio 0.1 M hasta lograr la concentracion de 2 mM.

ANEXO 8
Solucién amortiguadora Tris 0.025 M, pH 7.4, suplementada con menadiona

- Pesar 1.97 g de Tris/HCI

- Pesar 333 mg de BSA

- Colocar en matraz aforado de 500 mL
- Afadir 3.3 mL de Tween al 1.5%

- Aforar con agua destilada

- Esterilizar por filtracion y almacenar a temperatura ambiente

Para suplementar al momento de la reaccion se afiaden por cada 15 mL de

solucion amortiguadora:

- FAD- 10 pL de 6.2 mg/mL

- NADP- 9 pL de 38.3 mg/mL

- G6P- 100 pL DE 42.3 mg/mL
- G6PD-30U

- MTT-4.5mg
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Justo antes de comenzar la reaccion, afiadir 15 pyL de solucién de menadiona

preparada como se describe:

- Pesar 8.6 mg de menadiona

- Disolver en 1 mL de acetonitrilo.

ANEXO 9
Solucion amortiguadora con dicumarol (para frenar la reaccion)

- Tomar 4 mL de la solucion amortiguadora Tris 0.025 M (anexo 7) sin
suplementar

- Anadir 20 pL de dicumarol previamente diluido en NaOH 1 N a una
concentracion de 20 mg/mL.
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