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L. RESUMEN

En la actualidad existen evidencias cientificas sobre la relacion dieta-
prevencion de enfermedades crénico degenerativas (diabetes mellitus, hipertension
arterial, enfermedades cardiovasculares, otras), por lo que, el consumo de alimentos
funcionales con compuestos bioactivos se ha incrementado en la ultima década.
Para la obtencién de alimentos funcionales se utilizan metodologias como la
fermentacion en estado sodlido (FES). Durante este proceso se utilizan
microorganismos como R. oligosporus, los cuales son capaces de liberar enzimas
proteoliticas y degradar proteinas de reserva de cereales y leguminosas generando
péptidos. El garbanzo es una leguminosa importante debido a la calidad de su
proteina, diversos estudios han mostrado el potencial del garbanzo para la obtencién
de péptidos bioactivos empleando sistemas enzimaticos. Considerando que el
garbanzo sin procesar es una fuente de péptidos bioactivos y que debe ser
procesado para su consumo, se propuso optimizar el proceso de FES para obtener
harinas de garbanzo con valores maximos de grado de hidrdlisis (GH), proteina
soluble (PS), asi como actividad antioxidante (AAox), y evaluar el efecto de la
simulacion gastrica sobre el perfil de péptidos bioactivos en la fraccion de PS
generados por la FES en condiciones 6ptimas. Para ello se utilizé la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) con un disefio central compuesto rotable con dos
factores: temperatura y tiempo de fermentacion. La mejor combinacion de
temperatura/tiempo de FES para producir la harina de garbanzo optimizada (HGO)
fue de 34.2°C/113 h. El GH incremento de 22% a 35% por efecto de la FES, mientras

que el valor de PS disminuyé significativamente de 8.4 mg/mL a 5.3mg/mL.



Adicionalmente, la FES afectd positivamente la AAox de la PS incrementando de
0.54 mmol a 5.18 ET/ mg proteina, asi mismo la fraccién PS de HGO sometida a
simulacion gastrica, mostré un incremento de AAox respecto a la harina HGO
(805.04 vs 788.11 ymolET/mg de proteina, respectivamente). La FES mostré ser
una herramienta util para obtener péptidos con actividad antioxidante in vitro, y que

podria sugerirse como un meétodo para el desarrollo de ingredientes bioactivos.



ABSTRACT

Currently there is scientific evidence on the relationship diet- prevention of
chronic degenerative diseases (diabetes mellitus, hypertension, cardiovascular
diseases, others), so, the consumption of functional foods with bioactive compounds
has increased in the last decade. For the obtaining of functional foods methodologies
are used like solid state fermentation (SSF). During this process microorganisms are
used, among them, R. oligosporus, which are able to release proteolytic enzymes and
degrade cereal and legume reserve proteins generating peptides. Chickpea is
considered an important legume due to the quality of its protein, several studies of
unprocessed chickpea have shown their potential for obtaining bioactive peptides
using various enzymatic systems. Considering that raw chickpea is an important
source of bioactive peptides with nutraceutical potential and that this must be
processed for consumption, it was proposed to optimize the SSF process to obtain
chickpea flours with maximum values of hydrolysis degree (HD), soluble protein (SP),
as well as antioxidant activity (AoxA) and to evaluate the effect of gastric simulation
on the profile of bioactive peptides in the SP fraction generated by SSF under optimal
conditions. For this, the response surface methodology (RSM) was used with a
rotable composite central design with two factors: temperature and fermentation time.
The best temperature / time combination of SSF to produce optimized chickpea flour
(OCF) was 34.2°C/113h. The HD increased from 22% to 35% due to the effect of
SSF, while the SP value decreased significantly from 8.4 mg / mL to 5.3mg / mL.
Additionally, SSF positively affected the AoxA of the SP, increasing from 0.54 mmol
to 5.18 ET / mg of protein. Once the SP fraction of the OCF was obtained, it

underwent gastric simulation to evaluate the effect of the enzymes (pepsin and
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pancreatin) on the AoxA of the SP, finding that the AoxA of the SP of the raw meal
and the OCF increased to undergo gastrointestinal digestion conditions, obtaining

values of 805.04 and 788.11 umolET / mg of protein respectively.

In conclusion, SSF showed to be a useful tool for obtaining peptides with
antioxidant activity, in vitro, and that could be suggested as a method for the

development of bioactive ingredients.



IIl.  INTRODUCCION

Los seres humanos necesitan oxigeno (O) para la produccion de energia. Sin
embargo, el exceso de O; en las células es nocivo debido a la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) generadas durante su oxidaciéon (Sanchez-Valle y
Méndez-Sanchez 2013). A pesar de que las reacciones de o6xido-reduccion son
imprescindibles para la vida, la oxidacion también es fuente de enfermedad, es decir,
cuando se pierde el equilibrio entre prooxidaciéon y antioxidacion a favor de los
prooxidantes, nos encontramos entonces con el llamado estrés oxidativo (EO)
(Ballester y Honorem 1996). Es por ello que las células cuentan con mecanismos de
defensa capaces de remover los productos téxicos del O, estos son conocidos como
sistema antioxidante (AOX), encargado de mantener el equilibrio de las reacciones
de 6xido reduccion y sobrevivencia celular (Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez 2013).
Las ERO vy el establecimiento de EO afectan a una amplia variedad de funciones
fisiolégicas y participan en el desarrollo de enfermedades humanas de tipo crénico
degenerativas con impacto epidemioldgico (Lachance y col 2001). Entre dichas
enfermedades se encuentran las enfermedades cardiovasculares, siendo su principal
factor de riesgo la elevada presion arterial (OMS 2015), esta enfermedad afecta entre
el 20-40% de la poblacion adulta, esto es, alrededor de 250 millones de personas
(OMS 2015). Los avances en el estudio de los radicales libres, EO y su participacion
en el desarrollo de enfermedades, han permitido identificar sus mecanismos de
accion; asi como el de moléculas con capacidad de inhibir o modular sus efectos en
la célula. Por lo anterior, se ha propuesto que la dieta rica en antioxidantes puede
prevenir o disminuir el deterioro celular y funcional del organismo, generado por el

exceso de EO (Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez 2013).
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En los ultimos afos, diversos estudios epidemiolégicos han mostrado que las
personas que consumen una dieta rica en frutas y vegetales tienen menor riesgo de
padecer enfermedades relacionadas con el EO (Chen y Chen 2013). En efecto, los
vegetales son una de las principales fuentes naturales de antioxidantes, ya que
proveen diferentes compuestos como ascorbato, tocoferol, flavonoides vy
carotenoides (Halliwell 2009). Ademas de estos compuestos, los vegetales son ricos
en proteinas, las cuales pueden ejercer actividades como antioxidantes vy
antihipertensivas a través de ciertos aminoacidos (Chen y col 1998). Las
leguminosas se caracterizan por su elevado contenido proteico (20-50%), muy
superior al de cereales, dependiendo de la especie, genotipo y condiciones
medioambientales en las cuales son desarrolladas. En las leguminosas, las proteinas
muestran un elevado contenido en lisina y bajo contenido en aminoacidos azufrados
(metionina y cisteina) (Van Der Merwe y SMIT 2016). En la actualidad, las proteinas
alimentarias se investigan no sélo desde el punto de vista nutricional o funcional, sino
como materia prima para la obtencion de péptidos (Korhonen 2002), ya que toda
fuente de proteinas alimentarias es susceptible de aportar péptidos funcionales.
Estos péptidos funcionales o bioactivos se definen como secuencias de aminoacidos
inactivos en el interior de la proteina precursora, que ejercen determinadas
actividades biologicas tras su liberacion mediante hidrdlisis quimica, enzimatica o
fermentacién (Meisel 1998). Por mucho tiempo, la fermentacion microbiana ha sido
una importante fuente de produccion de enzimas (Nakahara y col 2012), un ejemplo
de ello es la fermentacién en estado sélido (FES). La FES o cultivo en estado sélido
es definido como el cultivo microbiano que se desarrolla en la superficie y en el

interior de una matriz sélida en la ausencia de agua libre (Lonsane y col 1985), es la
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técnica de conversién de sustratos complejos en compuestos simples, el alimento
que se genera a partir de este bioproceso es el “‘tempe” y es considerado un alimento
funcional por las caracteristicas nutricionales que le brinda el microorganismo al
sustrato durante la fermentacion. Durante la fermentacion se lleva a cabo la
liberacion de péptidos por accidon de las enzimas proteoliticas liberadas por el
microorganismo. Los péptidos bioactivos son inactivos dentro de la cadena de la
proteina nativa y son liberados tras la hidrélisis enzimatica durante la fermentacion o

bien durante la digestién gastrointestinal (Sanjukta y col 2015).

De este modo, la generacion de péptidos bioactivos durante la FES, puede
mejorar las propiedades nutricionales del sustrato. A pesar de que hay diversos
estudios sobre el efecto de la FES en el valor nutricional y nutracéutico de garbanzo
(Angulo-Bejarano y col 2008; Sanchez-Magana y col 2014), no hay investigaciones
sobre la optimizacién del proceso de FES para aumentar el grado de hidrélisis (GH),
proteina soluble (PS) y actividad antioxidante (AAox) de extractos proteicos acuosos
de harina de garbanzo. La metodologia de superficie de respuesta (MSR) ha sido
considerada un método matematico estadistico efectivo para establecer modelos
para evaluar la significancia relativa de variables y determinar condiciones 6ptimas
de respuestas deseables. Por ello, en el presente estudio se planted el objetivo de
encontrar las mejores condiciones de FES de garbanzo, mediante MSR, para
maximizar su GH, PS y AAox, para la obtencién una harina funcional de garbanzo

bioprocesado.



ll.  REVISION DE BIBLIOGRAFIA

A ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDADES CRONICO DEGENERATIVAS

En las ultimas décadas se ha identificado al estrés oxidativo (EO) como un
importante factor de riesgo para padecer enfermedades cronicas. La produccion
excesiva de las especies reactivas de oxigeno conlleva al dafio de diversas
macromoléculas las cuales, a su vez dan lugar a la aparicion de estas enfermedades.
Dentro de estas enfermedades cronicas se encuentra la hipertension arterial la cual
es un factor de riesgo de las enfermedades cardiovasculares, todo esto se encuentra
ligado al EO. Es por ello la importancia de abordar el tema, en el siguiente bloque se
trataran los aspectos mas relevantes del EO y la relacién que hay con la aparicion de

enfermedades.

1 Especies reactivas de oxigeno y dafio a biomoléculas

El estrés oxidativo (EO) se genera cuando la produccion de radicales libres
(RL) es mayor a la de antioxidantes (Harman 1993). Estos RL son moléculas o
porciones de ellas, que presentan al menos un electron desapareado en su orbital
mas externo y son extraordinariamente reactivos, las cuales reaccionan con otros
compuestos presentes en el organismo, y consecuentemente se produce dafio
celular (Zorrilla Garcia y col 2004), a su vez, los RL se producen durante las
reacciones metabdlicas, mientras las células del organismo transforman los
alimentos en energia especialmente en situaciones de hiperoxia, ejercicio intenso e
isquemia y también por exposicion a determinados agentes externos como las

radiaciones ionizantes o luz ultravioleta, contaminacion ambiental, humo del tabaco,

8



etc. (Veiga Alvarez y col 1997). De los radicales libres (RL) inorganicos los mas
importantes son el oxigeno molecular O, el radical anién superéxido (O%), el radical
hidroxilo (HO-) y su precursor inmediato el peroxido de hidrogeno (H20;). De los
secundarios u organicos, el radical peroxilo (ROO-), el hidroperdxido organico
(ROOH) vy los lipidos peroxidados (Slater 1988; Ballester y Honorem 1996; Veiga-
Alvarez y col 1997). En el otro lado de la balanza estan los antioxidantes (sustancias
con capacidad para oponerse a la accion del oxigeno y de ciertas especies
oxidantes, independientemente de su mecanismo). Hay sistemas enzimaticos
antioxidantes capaces de metabolizar los RL generados en los procesos redox
celulares (la catalasa de los peroxisomas, la glutation peroxidasa y la superéxido
dismutasa), también hay multitud de antioxidantes no enzimaticos. Los llamados
rastrillos de radicales (radical scavengers) son especies quimicas cuya posibilidad
antioxidante reside en su capacidad para destruir directamente a los RL, glutation,
vitamina C o acido ascérbico y vitamina E o alfa tocoferol son los principales (Wolff y
col 1986; Romero-Alvira y col 1990; Scandalios 1992; Ballester y Honorem 1996).

El estrés oxidativo esta mediado por dos sistemas generadores de RL: 1) las
especies reactivas de oxigeno (ERO) y 2) las especies reactivas de Oxidos de
nitrogeno (ERON) (Olivares-Corichi y col 2006).El incremento del estrés oxidativo
puede resultar de un aumento en: la produccion de precursores de radicales libres,
de las ERO, un incremento de las catalisis pro-oxidantes, una reduccion de los
sistemas antioxidantes o de una combinacién de todos ellos. Las ERO presentan una
alta reactividad, ya que son capaces de reaccionar con una amplia gama de

estructuras celulares, conociéndose como sus blancos fundamentales: los acidos



grasos insaturados de las membranas fosfolipidicas, las proteinas, y los acidos
nucleicos (Jaruga y Dizdaroglu 1996).

Los RL inician y propagan la peroxidacion lipidica, particularmente la de los
fosfolipidos que componen la membrana celular ya que tienen acidos grasos con
varias ligaduras dobles. Estos acidos grasos poliinsaturados son mas labiles a la
oxidacion que los saturados y los monoinsaturados porque los metilenos entre dos
dobles ligaduras pueden perder facilmente un hidrégeno (hidrégeno alilico) (Torres
2002). Esta peroxidacion conlleva a la destruccion de la porcidon hidrofébica o interna
de la membrana de los acidos grasos poliinsaturados. La peroxidacion lipidica puede
tener efectos profundos sobre las funciones celulares. ElI malondialdehido (MDA),
uno de los productos generados durante el proceso dela oxidacion de los lipidos en
las membranas biolégicas (Fedtke y col 1990), es capaz de provocar la alteraciéon
estructural en las mismas provocando pérdida de fluidez, aumento de rigidez y mal
funcionamiento de dichas membranas, es mutagénico en las células de los
mamiferos y carcinogénico en células de ratas (Valko y col 2007).

Debido a la abundancia de proteinas que hay en las células, en el plasma y en
la mayoria de los tejidos, estas son un objetivo fundamental del dafo oxidativo, ya
que tienen una rapida tasa de reaccidén con radicales libres y otros oxidantes, lo que
provoca la pérdida de las funciones especificas de las proteinas dafiadas (Varea y
col 2015). Dentro de las principales modificaciones que sufren las proteinas ante la
oxidacion son la pérdida de la actividad catalitica, modificaciones en aminoacidos,
formacién de grupos carbonilo, alteracion de la estabilidad térmica, cambio en la
viscosidad, fragmentacion, formacién de enlaces covalentes inter o intraproteicos,

formacion de puentes disulfuro y mayor susceptibilidad a protedlisis (Cabiscol y col
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2000). Practicamente todos los aminoacidos pueden servir como blanco del ataque
por las especies reactivas, aunque algunos aminoacidos como metionina, triptéfano,
fenilalanina, tirosina, cisteina, leucina, valina, lisina, arginina, prolina e histidina son
mas susceptibles (Vogt 1995). La modificacion de las cadenas laterales de éstos,
puede generar alteraciones directamente en la estructura y la funcion de las
proteinas (Ortega-Camarillo y Guzman-Grenfell 1999), a la fragmentacion quimica, o
al incremento en la susceptibilidad a protedlisis (Olivares-Corichi y col 2006).

Otra molécula que sufre ataques por radicales libres teniendo como
consecuencia la pérdida de la homeostasis celular, es la del ADN, pérdida que puede
prolongarse como consecuencia de las funciones del mismo, como reservorio activo
de informacion. En la molécula de ADN, los grupos nucleofilicos de la desoxirribosa y
de las bases nitrogenadas quedan expuestos al ataque electrofilico de las ERO, que
llegan al interior del nucleo celular, ya sean generadas como consecuencia de un
agente externo, o bien, como consecuencia de procesos metabdlicos celulares (Shiy
col 1996).El estrés oxidativo ha sido sefalado como un fendmeno importante en la
patogénesis de diversas enfermedades tales como el cancer, ateroesclerosis y

diabetes (Beckman y Ames 1998).

2 Estrés oxidativo, procesos degenerativos y enfermedad

Las ERO y el establecimiento de EO afectan a una amplia variedad de
funciones fisiologicas y participan en el desarrollo de enfermedades de tipo crénico
degenerativas con impacto epidemioldgico (Valko y col 2007).Hay una serie de

procesos patoldgicos atribuibles razonablemente al ataque de RL, al menos estarian
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implicados en algunas de sus fases o secuencias bioquimicas (Ballester y Honorem
1996).

1. El envejecimiento: es dificil diferenciar entre lo que son procesos propios del
envejecimiento o procesos patolégicos que se desarrollan preferentemente durante
el envejecimiento. El envejecimiento y la muerte pueden ser el resultado de la
activaciéon de genes especificos en un momento determinado del ciclo celular
(apoptosis). La teoria de los RL del envejecimiento supone que este resulta de la
acumulacion de lesiones organicas debidas a RL (Wolff y col 1986; Stadtman y Oliver
1991; Bellomo y Mirabelli 1992; McCabe y col 1992; Ame y col 1993; Harman 1993).
También se ha detectado una menor actividad proteolitica que en las células jovenes
(Stadtman y Oliver 1991), una disminucion de las concentraciones de antioxidantes e
inactivacion de las enzimas detoxificadoras de RL (Glass y Gershon 1984) y una
acumulacién de proteinas oxidadas no degradadas (Rivett 1985).

2. La ateroesclerosis: la formacion de la placa arteriosclerética se inicia con la
captacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los macrofagos que se
transforman asi en células espumosas. Estas células son captadas por el endotelio
mediante moléculas de adhesion y se acumulan en el espacio subendotelial, donde
inducen la migracion de células musculares, su proliferacion e hipertrofia (Goldstein y
col 1979). En determinadas condiciones oxidativas las lipoproteinas se fragmentan y
se alteran determinados residuos de aminoacidos de la apoproteina de la LDL
(Stadtman y Oliver 1991). Estas LDL oxidadas o productos liberados de ellas, van a
tener mayor poder aterogénico ya que son captadas mas avidamente por los
macrofagos, son citotdxicas para el endotelio y estimulan la produccion de factores

vasoactivos, de adhesion, trombdticos y de proliferacion de células musculares lisas
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de la vasculatura, iniciando o extendiendo la lesion ateroesclerética (Wolff y col 1986;
Witztum y Steinberg 1991; Diaz y col 1997). Se ha demostrado una estrecha relacion
entre RL y LDL y se sabe que su aumento tiene un conocido valor predictivo directo
en la aparicion de ateroesclerosis (Benditt y col 1978; Ray y col 1998). Muchos
factores de riesgo de la ateroesclerosis ampliamente identificados, como pueden ser
la hipertension, hipercolesterolemia y tabaquismo, pueden actuar induciendo un
desequilibrio entre pro-oxidacion y anti-oxidacién (Benditt y col 1978).

3. Hipertensiéon arterial (HTA): la HTA puede ser considerada como un
conjunto de resultados sistémicos de las lesiones (vasculares, parenquimatosas,
etc.) producidas por los RL. Probablemente los antioxidantes y rastrillos de RL sean
una nueva expectativa de tratamiento, implicando en ello acciones terapéuticas que
actuen beneficiosamente sobre las manifestaciones presentes en la anatomia
patolégica (fibrosis, hipertrofia) y en la bioquimica (inhibicién de la bomba Na+- K+,
inestabilizacion de membranas, lesiones sobre DNA, etc.) de la HTA, moderando y/o
evitando las complicaciones clinicas (sindrome X) y realizando al mismo tiempo
cardio-nefroneuro-retino-proteccion (Romero-Alvira y col 1991). En la HTA se ha
encontrado aumento de la peroxidacion de lipidos, tanto en plasma como en las
membranas celulares, asi como un aumento en la cantidad total de lipidos y una
disminucién de la capacidad antioxidante (Kuznetsov y col 1995). La HTA predispone
a acelerar la ateroesclerosis, al menos en parte a causa de la sinergia entre
elevacion de presion sanguinea y otros estimulos aterogénicos que inducen estrés
oxidativo en los vasos arteriales (Treasure y col 1995).

Las especies reactivas, generadas en situacion de estrés oxidativo, pueden

iniciar procesos patologicos graves y favorecer su progresion debido al impacto que
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tienen las ERO o ERN en las proteinas. Pueden afectar a proteinas de sefializacion
de gran importancia biolégica al inducir un aumento o disminucién de su funcién, o la
pérdida de esta (Levine y Stadtman 2001; Halliwell y Whiteman 2004).

Conforme se ha ido profundizando en el conocimiento de los radicales libres,
se ha descubierto que estan asociados a muchas patologias en el ser humano, como
son: procesos reumaticos, patologias de tipo gastroentéricas, renales, neuroldgicas,
enddcrinas, broncopulmonares, entre muchas otras. Las mas destacadas son las

cardiopatias, cancer y diabetes (Moskovitz y col 2002; Valko y col 2007).

3 Enfermedades crénico-degenerativas

Las enfermedades no transmisibles, también conocidas como enfermedades
cronicas, no se transmiten de persona a persona. Son de larga duracion y progresion
generalmente lenta. Los cuatro tipos principales de enfermedades no transmisibles
son las enfermedades cardiovasculares (como los ataques cardiacos y los
accidentes cerebrovasculares), los canceres, las enfermedades respiratorias
cronicas (como la enfermedad pulmonar obstruida cronica y el asma) y la diabetes

(OMS 2015).

a Epidemiologia y etiologia

En diversos estudios se ha demostrado que las enfermedades croénico
degenerativas constituyen una de las principales casusas de muerte en nuestro pais
y que estas generalmente se encuentran asociadas a factores como el sobrepeso y
la obesidad (UAM 2014). Las enfermedades crénico degenerativas comprenden una

serie de enfermedades caracterizadas por una larga latencia y una expresion clinica
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muy diversa (OMS 2015).Su incidencia se encuentra asociada a una multitud de
factores que se relacionan no solo con el curso clinico sino con la velocidad de
aparicion del padecimiento, entre esos factores destacan el sobrepeso, la obesidad,
altas concentraciones de lipidos en sangre, la hipertension, la hiperglucemia, el
sindrome metabdlico, la inactividad fisica, regimenes alimentarios no saludables, el
tabaquismo y el consumo de alcohol (Cérdova-Villalobos y col 2008).

Las enfermedades crénicas no transmisibles son uno de los mayores retos
que enfrenta el sistema de salud (Cordova-Villalobos y col 2008). Lo son por varios
factores: el gran numero de casos afectados, su creciente contribucion a la
mortalidad general, la conformacién en la causa mas frecuente de incapacidad
prematura y la complejidad y costo elevado de su tratamiento (Bodenheimer y col
2002).

La hipertension arterial sistémica (HTAS) en una de las enfermedades
cronicas de mayor prevalencia en México, ademas es uno de los factores de riesgo
asociados a las principales enfermedades cardiovasculares, tales como la
enfermedad cerebro vascular y la enfermedad isquémica del corazén (OMS 2015),
en México la prevalencia actual de HTAS es de 25.5%. La proporcién de adultos con
diagnostico previo de hipertension arterial y cifras de tension arterial controlada
(<140/90 mmHg) es de 58.7%. Dentro de la proporcion de adultos con diagndstico
previo de hipertension arterial, el 79.3% reporté tener tratamiento farmacologico para
controlar sus valores de tension arterial. En los hombres la prevalencia de
hipertension arterial es de 24.9%, mientras que en las mujeres, la prevalencia es de

26.1% (Hernandez-Avila, 2016).
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b Hipertension arterial sistémica (HTAS)
1) Generalidades

La hipertension arterial sistémica (HTAS), principal factor de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares, afecta entre el 20-40% de la poblacién adulta de la
region, esto es, alrededor de 250 millones de personas (OMS 2015).Diversos
estudios han identificado como factores que contribuyen a la aparicion de HTAS a
una alta ingesta de sodio, la edad, dietas elevadas en grasas saturadas, el
tabaquismo, estilo de vida sedentario y la presencia de enfermedades crénicas como
obesidad, dislipidemias y diabetes entre otros factores (Kearney y col 2004).

La HTAS se define en general como aumento persistente de la presion
arterial, la fuerza ejercida por unidad de area sobre las paredes de las arterias. Para
considerarla hipertension, la presion arterial sistolica, o presion de la sangre durante
la fase de contraccion del ciclo cardiaco, tiene que ser de 140 mm Hg o superior; o la
presion arterial diastdlica, o presion durante la fase de relajacion del ciclo cardiaco,
tiene que ser de 90 mm Hg o superior; la lectura se expresa como 140/90 mm Hg. El
individuo normotenso tiene una presion sistdlica inferior a 120 mm Hg y presion
arterial diastdlica inferior a 80 mm Hg (120/80 mm Hg) (Escott-Stump 2009).

2) Fisiopatologia de la HTAS.

La presion arterial es una funcion del gasto cardiaco multiplicado por la
resistencia periférica (la resistencia que opone los vasos sanguineos al flujo de la
sangre). El diametro de los vasos sanguineos afecta mucho al flujo de la sangre.
Cuando el diametro estd disminuido (como en la aterosclerosis), aumentan la
resistencia y la presion arterial. A la inversa, cuando el didmetro aumenta, la

resistencia disminuye y la presién sanguinea desciende (Escott-Stump, 2009).
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La inhibicion de la ECA es un excelente blanco para el tratamiento clinico de la
hipertension, la ECA a su vez esta relacionada en dos sistemas de la presion arterial
(PA); 1) el sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), y 2) el sistema
kalidina-6xido nitrico (SKON). Se ha pensado que el SRAA es el sistema presor
predominante en el control de la PA. En este sistema el N-terminal de la pro-hormona
angiotensinégeno (liberado en el higado) es convertido en un decapéptido
angiotensina | (Ang |) por la renina renal. La ECA remueve el C-terminal de la Ang |
(HL) para formar angiotensina Il (Ang Il), un potente vasoconstrictor que actua
directamente sobre las células vasculares del musculo liso. De este modo, la
inhibicion de la ECA consecuentemente reduce la PA. La Ang Il se une a los
receptores AT1 y AT2 que estan localizados en los tejidos periféricos del cuerpo y en
el cerebro. La vasoconstriccion producida por la Ang Il es mediada por el receptor
AT1 (Armstrong y col 2000; Malkowicz y col 2001). En el SKON, la ECA inactiva los
péptidos vasodilatadores bradiquinina y kalidina. La kalidina es sintetizada del
kininogeno por la kalikreina y posteriormente la kalidina permite la formacion de la
bradiquinina, entre otros péptidos vasoactivos. La bradiquinina se une a los
receptores B originandose un incremento de los niveles de Ca2+ intracelular. La
unién de la bradiquinina a los receptores B y el incremento de Ca2+ estimula a la
oxido nitrico sintasa a convertir la L-arginina a o6xido nitrico (ON), un potente
vasodilatador. La ECA puede entonces, indirectamente inhibir la produccion de ON al

hidrolizar la bradiquinina en fragmentos inactivos (Armstrong y col 2000).
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3) Especies reactivas de oxigeno en la HTAS

Dentro del sistema cardiovascular, las ERO juegan un papel fisioldgico
esencial en el mantenimiento de la funcidén cardiaca y vascular y un rol fisiopatolégico
en la disfuncidén cardiovascular asociada con la hipertension, ateroesclerosis,
cardiopatia isquémica, ente otras (Landmesser y Harrison 2001). El aumento de los
niveles o de la actividad vascular de la NAD(P)H oxidasa ha sido implicado como la
fuente primaria de exceso de O, en la HTAS esencial (Lasségue y Clempus 2003).
La activacion del SRAA ha sido propuesto como el principal estimulador de la
activacion de la NAD(P)H oxidasa y la produccién de ERO en la HTAS (Lasségue y

Clempus 2003).

En condiciones patoldgicas, el aumento de la produccién de ERO conduce a
disfuncion endotelial, aumento de la contractilidad, crecimiento de las células
vasculares del musculo liso y apoptosis, migracibn de monocitos, peroxidacién
lipidica, inflamacién y aumento de la deposicion de proteinas de la matriz
extracelular, procesos principales que contribuyen al dafio vascular en la enfermedad
cardiovascular (Rao y Berk 1992). Estudios clinicos han demostrado que hay un
incremento de ERO en pacientes con HTAS esencial, estos hallazgos se basan en el
incremento de los niveles en el plasma de sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico y 8-epi-isoprostanos los cuales son biomarcadores de la peroxidacion
lipidica y del EO (Xu y Touyz 2006), ademas los pacientes con HTAS tienen
disminuidos los niveles de glutation y la actividad de la superéxido dismutasa esta

reducida (Kedziora-Kornatowska y col 2004).

18



Un incremento en la produccion de ERO conlleva a la aparicion de diversas
enfermedades como la HTA, aterosclerosis, entre algunas otras, lo que resulta en la
disminuciéon de la calidad de vida. Es por ello que se deben tomar medidas
preventivas para evitar dichas enfermedades, entre las que cabe mencionar la
adopcion de buenos habitos alimenticios, ademas, se ha reportado que una dieta rica
en antioxidantes tienen la capacidad de prevenir el dafio a diferentes 6rganos. Dentro
de esta dieta se pueden incluir alimentos funcionales los cuales tienen diversos
efectos a la salud, tales como antihipertensivos, hipoglucemiantes, antioxidantes,
entre otros.

B IMPORTANCIA DE LOS ALIMENTOS FUNCIONALES EN LA SALUD

En la actualidad se ha recalcado el consumo de alimentos funcionales ya que
tienen propiedades que ayudan a mantener una buena salud. Es por ello la
importancia de tratar el tema en el siguiente bloque, dando a conocer su definicion,
asi como también la relacion que hay entre la alimentacion y la aparicién de diversas
enfermedades.

1 Relacién entre dieta y enfermedad

La dieta y la nutricion son muy importantes para promover y mantener la
buena salud a lo largo de toda la vida. Esta bien establecida su funcién como
factores determinantes de enfermedades cronicas, y eso los convierte en
componentes fundamentales de las actividades de prevencion (OMS 2002). Ademas
se ha relacionado al sobrepeso u obesidad, con la aparicion de distintas
enfermedades como hipertensién, dislipidemias, diabetes tipo 2, enfermedad
coronaria, accidentes cerebrovasculares, enfermedad de la vesicula biliar,

osteoartritis, apnea nocturna, problemas respiratorios, y cancer de endometrio,
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glandula mamaria, préstata y colon entre otras (Pi-Sunyer y col 1998). Asimismo,
otros elementos de la vida diaria, como por ejemplo la actividad fisica, el consumo de
tabaco y el estrés, también influyen de forma significativa sobre la salud (De Backer y
col 2003). Estos cambios en el comportamiento alimentario, asociados a una
actividad fisica baja, se han relacionado con un mayor riesgo de padecer
enfermedades cronicas como las antes mencionadas (Eyre y col 2004). Por
cuestiones del presente trabajo los siguientes parrafos se enfocaran en la relacion
que existe llevar una mala alimentacion con la aparicion de HTA.

La relacion entre hipertension y obesidad se conoce desde hace mucho
tiempo. En adultos jovenes obesos entre 20 y 45 aios, la prevalencia de hipertension
arterial es seis veces mayor que en individuos de la misma edad con peso normal
(Daza 2002). La distribucion de la grasa corporal parece tener un efecto importante
sobre el riesgo de hipertensidn arterial. Asi, la grasa localizada en la mitad superior
del cuerpo tiene mayor probabilidad de elevar la presion arterial que la localizada en
la parte inferior (Blair y col 1984). La elevacién de la tensiéon arterial parece que se
debe al incremento de la resistencia arteriolal periférica. Durante la reduccién de
peso y después de su estabilizacion la tension arterial suele bajar. La obesidad
también hace aumentar el trabajo cardiaco, incluso con cifras de tension arterial
normal (Daza 2002).

El tratamiento de la HTA se adecua al paciente, segun las cifras de presién
arterial que presenta. En algunos casos la dieta, por si sola, puede ser suficiente,
sobre todo si se asocia a la reduccion del peso corporal, independientemente de su
IMC e incrementa la actividad fisica de manera notable (OMS 2015). Se han

identificado a ciertos patrones dietéticos que se asocian con un incremento del riesgo
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de enfermedad cardiovascular (Simon y col 1995) y otros, por el contrario, pueden
influir en los efectos de la funcion hemostatica (Anderson 1995; Massaro y col 2010)
y protegen contra esas enfermedades. Desde el punto de vista de la dietoterapia,
existen una serie de nutrientes que han demostrado su relacion con los controles de
presion arterial, entre ellos tenemos el sodio, potasio, magnesio, lipidos, asi como la
energia total ingerida. La adopcién de una dieta rica en fruta, verdura y lacteos
desnatados, la disminucion de la ingesta de sal y alcohol, la pérdida de peso en
pacientes con sobrepeso u obesidad y la actividad fisica regular pueden prevenir y
retrasar el desarrollo de hipertensiéon (Zanuy 2013). También, se ha descubierto a
través de estudios epidemiolégicos que la vitamina E, la vitamina C y los carotenos
protegen contra la aparicion de ésta enfermedad (Mahan y col 2013).La vitamina E
(tocoferol) es el antioxidante liposoluble mas importante (Pita-Rodriguez 1997),
localizado en el medio hidrofébico de las membranas biolégicas, cuya principal
funcién es actuar como antioxidante natural ya que reacciona con los radicales libres
que se generan en la fase lipidica, protegiendo a los lipidos de las membranas;
ademas de desempenar una funcidn fisicoquimica en el ordenamiento de las
membranas lipidicas, estabilizando las estructuras de membrana (Vega y col 2005);
con respecto a los carotenoides, diversos estudios sugieren que desempefian un
papel posterior y no anterior en el proceso aterosclerotico, al prevenir la formacién de
la placa arterial (Zamora 2007).

Por otro lado, dietas como la dieta DASH (Dietary Approaches to Stop
Hypertension) brindan una serie de recomendaciones que promueven la reduccion
de presion arterial, las cuales son factibles y faciles de alcanzar, y conjuntamente con

la modificacién en estilos de vida (actividad fisica, regulacién de la ingesta de
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alcohol, etc.) logra mejoria en la condicion del paciente hipertenso (Esquivel-Solis y
Jiménez-Fernandez 2010).Un tratamiento interdisciplinario de la hipertensién arterial
involucra tanto la prescripcidon de terapia farmacoldgica como también de dietas
modificadas.

2 Alimentos funcionales y propiedades nutracéuticas de los
alimentos

Los alimentos funcionales se definen como los productos alimenticios de
origen animal o vegetal, consumidos en la dieta diaria, que ademas de aportar
nutrientes poseen componentes bioactivos. Estos compuestos ejercen efectos
farmacolégicos que modulan funciones terapéuticas en el cuerpo que resultan
benéficas para la salud (Roberfroid 1999). La parte interesante de los alimentos
funcionales ha sido a que su toxicidad es menor que los medicamentos (Aluko 2016).
Un nutracéutico, por otro lado, es un suplemento dietético concentrado, hecho a
partir de una sustancia natural bioactiva presente en los alimentos y que proporciona
un efecto favorable sobre la salud, superior al que tendria el alimento normal
(Cruzado y Cedron 2013).

a Compuestos asociados con actividad antioxidante

Los alimentos de origen vegetal son productos de gran interés, ya que,
ademas de aportar macronutrientes y micronutrientes contienen una serie de
sustancias que, aunque no tienen una funcion nutricional clasicamente definida, o no
se consideran esenciales para la salud humana, pueden tener un impacto
significativo en el curso de alguna enfermedad y ser indispensables a largo plazo
para nuestra salud. (Economos y Clay 1999; Mellish 1999; Hakkinen y Tdrronen,

2000; Kalt 2001; Gorinstein y col 2002; Hannum 2004). Estas sustancias bioactivas o
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metabolitos secundarios de origen vegetal se denominan también fitoquimicos o
fitonutrientes (King y Young 1999; Belnstein 2001) y entre la diversidad de
capacidades que estos poseen, lo mas estudiado son sus propiedades captadoras
de radicales libres, lo que les confiere actividad antioxidante (Rivas y Garcia, 2002).

La exposicion a los radicales libres permite desarrollar una serie de
mecanismos de defensa (Cadenas 1997), los cuales incluyen a las vitaminas (E y C),
algunas enzimas (superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, etc.) y otros
captadores de radicales no vitaminicos de la dieta, entre los que destacan los
polifenoles (Espin y Tomas-Barberan 2005). Por lo tanto, la eficacia de estos
antioxidantes depende de cuestiones genéticas (enzimas) y de la nutricién
(captadores de radicales vitaminicos y no vitaminicos). En este sentido, teniendo en
cuenta que entre los antioxidantes naturales se encuentran muchas vitaminas y
colorantes naturales con actividad polifendlica, se evidencia el beneficio de incluir
frutas, legumbres, verduras y hortalizas en nuestra dieta (Martinez-Navarrete y col
2008).

De forma general, los sistemas de defensa fisioldgica frente al dafio generado
por estos radicales se clasifican en tres categorias: 1) Antioxidantes, que previenen
la formacion de radicales libres; 2) Antioxidantes captadores de radicales libres, que
inhiben la iniciacion del proceso oxidativo o bien interfieren en el proceso de
propagacion; y 3) Antioxidantes que actuan revirtiendo el proceso de oxidacion
(Rivas y Garcia 2002). La ingestion dietética de flavonoides junto con otros
antioxidantes naturales de eficacia comprobada, como las vitaminas C y E y
carotenoides, coadyuvan en esos procesos de defensa. Los flavonoides se

encontrarian dentro de las dos primeras categorias, es decir, son capaces de
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prevenir la formacion de radicales libres o bien actuan como captadores de estos
radicales una vez formados (Packer y col 1999; Santos-Buelga y Scalbert 2000).

Otros compuestos relacionados con la capacidad antioxidante son los
péptidos, estos se pueden obtener a partir de la digestion de proteinas de origen
animal o vegetal, ya sea empleando enzimas enddgenas o exdégenas, fermentacion
microbiana, procesamiento y durante la digestion gastrointestinal (Samaranayaka y
Li-Chan 2011). En general, los 20 aminoacidos presentes en las proteinas pueden
reaccionar con radicales libres si la energia de éstos es alta (por ejemplo radicales
hidroxilo). Los mas reactivos incluyen los azufrados (Met y Cys), los aromaticos (Trp,
Tyr y Phe) y los que contienen anillo imidazol como la His (Tintoré y col 2013). Ghribi
y col. (2015) purificaron péptidos antioxidantes a partir de la proteina aislada de
garbanzo a través de un proceso de hidrdlisis con alcalasa, encontrando que
después de dicho proceso la proteina poseia mayor capacidad captadora de
radicales libres, esto se demostrd a través del andlisis in vitro DPPH, lo cual sugiere
que los péptidos pueden ser un ingrediente funcional de los alimentos (Ghribi y col
2015).

Zhuang y col (2013) identificaron tres péptidos con actividad antioxidante de
hidrolizados de gluten de maiz, encontrando que todos en su estructura tenian
aminoacidos aromaticos (Leu-Pro-Phe, Leu-Leu-Pro-Phe y Phe-Leu-Pro-Phe). Estos
péptidos mostraron tener actividad de captacion de radicales libres, por lo cual ellos
sugirieron que los hidrolizados de gluten de maiz pueden ser usados como fuentes
naturales de antioxidantes (Zhuang y col 2013). Por otro lado, Chi y col (2015)

encontraron tres péptidos (WEGPK, GPP, GVPLT) con propiedades antioxidantes,

24



concluyendo que dicha actividad era conferida por la presencia de aminoacidos
hidrofébicos y aromaticos en la secuencia del péptido (Chiy col 2015).

b Compuestos asociados con actividad antihipertensiva

La ingesta de compuestos fitoquimicos se asocia a un descenso proporcional
en el riesgo relativo de presentar enfermedades coronarias y accidentes
cerebrovasculares (Ross y Kasum 2002) y parece que intervienen ejerciendo un
efecto vasodilatador (Vennat y col 1988; Waladkhani y Clemens 1998; Morton y col
2000) y reductor de la presion sanguinea (Klein y Kurilich 2000; Kaur y Kapoor 2001).
La regulacién de la presion arterial esta relaciona con la enzima convertidora de
angiotensina (ECA, EC 3.4.15.1) por la modulacion del SRAA (Wang y col 2005). Ha
sido demostrado que los inhibidores de la ECA tienen una actividad antihipertensiva
en animales (Murthy y col 1977) y en pacientes hipertensos (Case y col 1978).
Muchos estudios se han enfocado en los péptidos inhibidores de la ECA derivados
de alimentos, tales como: la caseina de la leche (Maruyama y col 1987; Nakamura y
col 1995), de pescado (Kohama y col 1988), de huevo (Yoshii y col 2001), y de
proteinas de las plantas (Shin y col 2001).

Ferreira fue el primero en aislar pequenos péptidos del veneno de la cobra
brasilefia (Bothrops jararaca) que exhibian una fuerte actividad inhibitoria de la ECA
y que fueron denominados como factores potenciadores de bradicininas (Ferreira
1965). Cheung y col. estudiaron la inhibicion de la ECA de esos péptidos, y
concluyeron que la inhibicién observada es de tipo competitivo y que los inhibidores
se ligan a la enzima de la misma manera que ésta se liga al sustrato (Cheung y
Cushman 1973). Mas tarde, el mismo grupo demostré que la presencia de residuos

de aminoacidos hidrofébicos (aromaticos y ramificados) en su grupo C-terminal (HL,
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FR y AP) también determina el efecto sobre la inhibicion de la ECA. Puesto que la
ECA libera especificamente dipéptidos, se podria esperar que sea bastante selectiva
con respecto a los dos residuos de aminoacidos que componen este grupo saliente
(Cheung y col 1980).

Yang y col. aislaron cuatro péptidos a partir de la hidrdlisis de las proteinas de
espinaca con actividad antihipertensiva probados en ratas hipertensas
espontaneamente, encontrando nuevas secuencias de aminoacidos que presentaron
efecto inhibitorio sobre la ECA, con secuencias MRWRD (Met-Arg-Trp-Arg-Asp),
MRW (Met-Arg-Trp), LRIPVA (Leu-Arg-lle-Pro-Val-Ala) y IAYKPAG (lle-Ala-Tyr-Lys-
Pro-Ala-Gly). Los péptidos con mayor actividad fueron el MRW disminuyendo la
presion arterial a las 2 h después de la administracidn, seguida por el péptido
MRWRD con 4 h después de la dosis (Yang y col 2003). Barbana y Boye estudiaron
la actividad inhibitoria de la ECA de proteina asilada de garbanzo y de chicharo
sometidos a un proceso de hidrélisis, encontrando que conforme aumentaba el
tiempo de hidrélisis habia mayor porcentaje de inhibicion de la enzima (Barbana y
Boye 2010). Ramirez-Torres y col. (2017) evaluaron la proteina de amaranto
hidrolizada con alcalasa sobre el efecto de inhibicién de la ECA in vitro, quienes
detectaron la inhibicidon de la enzima después de 5 minutos de la administracion
intragastrica del hidrolizado, resaltando que estos compuestos bioactivos son
resistentes a la digestién gastrointestinal y son biodisponibles por lo que pueden ser
utilizados como suplementos o ingredientes para el desarrollo de alimentos
funcionales (Ramirez-Torres y col 2017). Por otro lado, Fritz y col, demuestran que
los péptidos de amaranto obtenidos por hidrélisis con alcalasa tienen mayor

porcentaje de inhibir a la ECA, que aquellos que son obtenidos con otras enzimas
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como tripsina, quimotripsina, papaina, entre otras. La especificad de la enzima para
romper el enlace peptidico es importante para la generacion de péptidos
antihipertensivos de amaranto (Fritz y col 2011). Por ejemplo, la tripsina tiene
preferencia por los residuos de lisina y arginina, mientras que la alcalasa tiene una
amplia especificad por los enlaces peptidicos (Ottesen y Svendsen 1970). Esto
puede incrementar la diversidad de péptidos de amaranto generados después de la
hidrdlisis con alcalasa y puede ser un factor clave en la obtenciéon de péptidos con
actividad antihipertensiva (Ramirez-Torres y col 2017).

Estos estudios demuestran que para obtener la actividad inhibidora de la ECA
es necesario tener péptidos con peso molecular pequenro, es por ello la importancia
de llevar a cabo un proceso de hidrdlisis previo, ademas es importante recalcar que
estos péptidos deben de escapar de la digestion gastrointestinal para poder tener su
efecto.

La incidencia de las enfermedades crénico degenerativas esta estrechamente
relacionado con una mala alimentacion, es por ello que se deben adoptar buenos
habitos alimenticios para la prevencidon o bien, en algunos casos, como tratamiento
de dichas enfermedades. Se ha recomendado la implementacion de alimentos
funcionales a la dieta para prevenir algunas enfermedades, estos alimentos son ricos
en compuestos que tienen multiples beneficios a la salud. Dentro de estos alimentos
funcionales se encuentran las leguminosas, las cuales poseen una gran cantidad de
proteina, fibra, vitaminas y minerales capaces de prevenir este tipo de patologias.

C GARBANZO (Cicer arietinum L.)
El garbanzo se clasifica en la familia Fabacea, genero cicer, especie Cicer

arietinum L, nombre cientifico Cicer arietinum. EIl origen del cultivo del garbanzo se
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localiza en el Suroeste de Turquia. Se ha comprobado la existencia de 40 especies
de garbanzos extendiéndose desde Oriente Medio, Turquia, Israel y Asia Central.
Existen dos tipos de granos del garbanzo: Desi o Kabuli. Los Desi son cultivados
principalmente en Oriente, y la caracteristica principal es que son granos mas
pequefios, coloreados, con flores colores rosados a purpuras, mientras que las
variedades del tipo Kabuli, son de granos color crema a blanco, con tamafio de
semilla grande vy flores de color blanco cremoso (Prieto 2012).

Los tipos de garbanzo que se producen en México provienen inicialmente de
la region mediterranea (Francia, Espana e Italia) y asiatica (India y Afganistan); las
primeras se destinan al consumo humano (kabuli) y las segundas al forrajero (desi).
Debe destacarse que estos tipos han sido adaptadas y mejoradas genéticamente,
generando otras diversas variedades con altos rendimientos, semilla de calidad para
el mercado de exportacion y resistencia a distintas enfermedades. Algunas
variedades que se han liberado y se cultivan en gran parte de México, son Surutato
77, Sonora 80, Santo Domingo 82, Tubatama-88, y Blanco-Sinaloa 92 vy
recientemente liberadas Costa 2004 y Blanco noroeste (Aguilar-Raymundo y Vélez-
Ruiz 2013).

Datos de la FAOSTAT del 2014 rebelaron que el principal productor de
garbanzo fue la India que participo con el 68.5 % del total mundial, muy lejos le sigue
en importancia Australia que paso6 al segundo lugar con el 5.51 %, dejando en el
tercer lugar a Pakistan (Cuadro 1), otros paises que revisten importancia en la
produccion mundial son Turquia, Myanmar, y en el continente americano se

destacan México y Canada (FAOSTAT 2014).
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Cuadro 1. Principales paises productores de garbanzo
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Produccion de garbanzo a nivel mundial durante el periodo 2013-2014, destacando como los

principales: India, Australia y Pakistan. En ese periodo México ocupo el octavo lugar (FAOSTAT

2014).
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El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una leguminosa de importancia comercial
en el noroeste de México; Sinaloa, Sonora y Guanajuato son los principales estados
productores (Cuadro 2). De 2007 a 2009, México produjo 389 mil toneladas de
grano, con lo que consiguio el tercer peldafo a nivel mundial en este rubro, sélo
debajo de India y Turquia. De una un total de ocho paises evaluados en produccion
de garbanzo durante 2007-2009, México ocup0 el tercer lugar, con 389 mil toneladas
de grano; en primer sitio se encontro la India, con un millén 100 mil toneladas; y en
segundo lugar Turquia, con 675 mil toneladas. Sinaloa es el lider de la produccién de
garbanzo (SAGARPA-SIAP 2017), segun estadisticas de los ultimos 12 afios
(Cuadro 2).

Como se ha descrito hasta ahora, el garbanzo se encuentra dentro de las
leguminosas mas importantes a nivel mundial, nacional y estatal. Ademas, el
garbanzo es una importante fuente de proteinas y carbohidratos lo que convierte en
un alimento con alto valor nutricional. En los siguientes apartados se describira la
relevancia de esta leguminosa debido a su valor nutricional y potencial nutracéutico.

1 Composicién quimica y valor nutricional del garbanzo

El garbanzo es considerado una buena fuente de proteinas gracias a su buen
balance en composicion de aminoacidos, una alta biodisponibilidad y relativamente
bajos niveles de factores antinutricionales (Singh y col 1991; Friedman 1996;
Cardoso y col 2001). El contenido de proteina en el garbanzo varia significativamente
cuando se considera la masa total del grano seco (17-22%) y cuando es
descascarillado incrementa (25.3-28.9%) (Hulse 1989; Badshah y col 2003). Las

proteinas del garbanzo usualmente se clasifican en dos fracciones, las
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Cuadro 2. Produccién nacional de Garbanzo

Superficie Superficie Produccion
Ubicacion
Sembrada (Ha) Cosechada (Ha) (Ton)
Sinaloa 30,948 30,948 52,891
Sonora 16,243 16,012 35,348
Guanajuato 4,988 3,822 5,828
Michoacan 10,316 9,825 17,771
Baja California Sur 2,649 2,649 4.041
Jalisco 1,293 1,293 2,135
Guerrero 553 549 425
Oaxaca 269 269 240
Hidalgo 18 18 12
Querétaro 7 7 4
Total 67,329 65,437 118,649

Estados productores de garbanzo en México. Afio agricola 2016, situacion al 31 de marzo de

2017 (SAGARPA-SIAP).
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globulinas y las albuminas (Clemente y col 2000). Las globulinas son las proteinas
mayoritarias de las semillas las cuales representan alrededor del 60-80%. La fraccion
de albuminas, la menos abundante, representa el 15-25% del total de las proteinas.
Las albuminas juegan un papel esencial en la semilla porque incluye a las proteinas
con funciéon enzimatica y metabdlica, ademas, las albuminas tienen un alto valor
nutricional por su gran contenido de lisina y aminoacidos azufrados (Bhatty 1982).
Las proteinas de reserva del garbanzo son relativamente bajas en
aminoacidos que contienen azufre, tales como metionina, cisteina y triptéfano. Sin
embargo, el contenido de lisina y arginina es alto en comparacion con los cereales.
Por esta razén, la combinacion de leguminosas y cereales proporcionan los
aminoacidos esenciales necesarios para una adecuada nutricion (Duranti 2006).
Ademas de tener una gran concentracion de proteinas es una importante
fuente de carbohidratos representando mas del 50% del peso seco total del grano
(Wood y Grusak 2007) (Cuadro 3). La concentracién de monosacaridos en el
garbanzo son: galactosa (0.05%), ribosa (0.1%), fructosa (0.25%) y glucosa (0.7%).
Los disacaridos libres mas abundantes son: la maltosa (80.6%) y la sacarosa (1-2%)
(Wood y Grusak 2007). El garbanzo es una de las leguminosas con mayor
concentracion de oligosacaridos (Campos-Vega y col 2009). Posee un gran
contenido de fibra, superando al frijol, habas y chicharos. La fibra dietética incluye
carbohidratos no digeribles y lignina (constituyente principal de las paredes celulares
en plantas) (AACC 2001). El contenido total de la fibra dietaria del garbanzo crudo es
de 18-22 g /100 g y su contenido es mayor al de otras leguminosas (Tosh y Yada
2010). Por lo general, no se encuentran diferencias significativas en el contenido de

fibra soluble entre los granos Kabuli y Desi, debido a la proporcion similar de
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Cuadro 3. Carbohidratos complejos presentes en el grano de garbanzo

Componente Concentracion (%)
Almidon 50.4
Amilosa 20-46.5
Almidon resistente 3.4-16.4
Celulosa 1.1-13.7
Hemicelulosa 0.6-16.0
Lignina Trazasa 7.1
Fibra dietética total 8.2-24.0
Fibra dietética soluble 3.7
Fibra dietética insoluble 7.9
NSP polisacaridos no almidén 5.5-35.4

Composicion de carbohidratos complejos presentes en el grano de garbanzo tipo kabuli (%/100 g

de grano seco) (Wood y Grusak 2007).
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hemicelulosa que constituye gran proporcién (aproximadamente 55%) del total
de fibra dietaria del grano (Wood y Grusak 2007; Jukanti y col 2012).

El contenido de polisacaridos en el garbanzo varia entre 37.5 a 50.8%, siendo
mayor en el garbanzo tipo kabuli que en el tipo desi (Frimpong 2010). El almidén del
garbanzo contiene amilosa que varia entre 30 y 40%, esto se ha asociado con la
digestibilidad del almidén in vitro, debido a que contiene almidéon de menor
digestibilidad (almidén resistente) en comparacién con el almidén de los cereales
(Jukanti y col 2012).

El garbanzo también contiene polisacaridos que no forman parte del almidén,
se dividen en dos tipos: solubles e insolubles. La parte soluble esta integrada por
hemicelulosa (3.5-9%) y sustancias pépticas (1.5-4%), éstos se digieren lentamente
debido a su naturaleza higroscopica y pegajosa (Wood y Grusak 2007). Los
componentes insolubles son la celulosa y algunas hemicelulosas siendo éstos los
que forman parte de la pared celular y que generalmente se hace referencia a la fibra
cruda. El garbanzo tipo desi contiene entre 4 a 13% de celulosa, mientras que el tipo
kabuli contiene menos del 5%, esto se debe a la diferencia en el grosor de la testa
(Jukanti y col 2012). El garbanzo presenta mayor contenido de grasa que otras
leguminosas. La concentracion total de lipidos de los tipos desi y kabuli oscila entre
2.9-7.4 %y 3.4-8.8%, respectivamente.

El contenido total de lipidos en el garbanzo comprende principalmente acidos
grasos poliinsaturados (62-67%), acidos grasos mono-insaturados (19-26%) y grasas
saturadas (12-14%) (Wood y Grusak 2007). El principal acido graso presente en las
fracciones lipidicas es el acido palmitico (Ravi 2005). El &cido linoleico se encuentra

en el tipo desi (46-62%) y kabuli (16-56%) (Asif y col 2013).
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El garbanzo puede complementar los requerimientos de las vitaminas de las
personas cuando se consume con otros alimentos, es buena fuente de acido folico y
de tocoferol (Ciftgci y col 2010), ademas posee grandes cantidades de acido
pantotenico (B5) y piridoxina (B6), teniendo valores similares o mayores a otras
leguminosas (Lebiedzinska y Szefer 2006), mientras que la concentracién de niacina
es menor comparado con otras leguminosas (Singh y Diwakar 1993).

El garbanzo también es rico en vitaminas liposolubles con propiedades
antioxidantes. Abbo y col. sefialan que el garbanzo contiene alta concentracion de
carotenoides, hasta 49 mg/100 g de R-caroteno, precursor de la vitamina A, ademas
contiene carotenoides que no tienen actividad de vitamina A, tales como la luteina y
la zeaxantina (Abbo y col., 2005). Por otra parte, el garbanzo contiene 13.7 mg/100 g
de vitamina E (Jukanti y col., 2012).

Los minerales principales en el garbanzo son: calcio (40-267 mg/100 g),
potasio (220-333 mg/100 g), fésforo (159-930 mg/100 g) y azufre (160-200 mg/100 g)
(Wood y Grusak 2007). La variacién de la cantidad de los minerales depende
directamente de las condiciones del cultivo (Asif y col 2013).

El garbanzo (Cicer arietinum L.) y otras leguminosas son alimentos basicos en
muchos paises y desempefian un papel importante en la dieta de vegetarianos
alrededor del mundo. Cuando se combinan con cereales, proporciona una composicion
de aminoacidos nutricionalmente equilibrada con una relacién que acerca a la ideal
para el ser humano (Wood y Grusak 2007). Las proteinas de garbanzo son deficientes
principalmente en aminoacidos azufrados (metionina y cisteina) y triptéfano pero
poseen un alto nivel de lisina, la cual es relativamente deficiente en cereales. Los

aminoacidos azufrados, son los primeros aminoacidos limitantes; siguiendo en
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importancia treonina, valina y triptéfano (Williams y Singh 1987; Singh y col 1991).
Las leguminosas deben ser sujetas a coccion antes de ser utilizadas en la dieta
humana. Esto mejora la calidad de la proteina por la destruccion térmica de factores
antinutricionales termolabiles (Alajaji y EI-Adawy 2006).

2 El garbanzo como alimento funcional (propiedades nutracéuticas)

Se han identificado diversos compuestos en el garbanzo lo cual lo convierten
en un alimento funcional. Diversos autores han reportado la obtencion de
fitoquimicos, como compuestos fendlicos, péptidos entre algunos otros, que poseen
capacidades antioxidantes, antihipertensivas, antiinflamatorias, hipocolesterolemicas
etc., por ello durante el siguiente bloque se abarcara la importancia del consumo de
esta leguminosa.

a Fitoquimicos en garbanzo

El garbanzo contiene diferentes componentes con actividad bioldgica, también
llamados fitoquimicos. Entre dichos fitoquimicos se encuentran los polifenoles o
fendlicos. Recientemente se ha identificado al garbanzo como una buena fuente de
polifenoles y flavonoides (Segev y col 2010). Estos compuestos poseen
caracteristicas quimicas que les permiten eliminar los radicales libres, atrapar
metales, activar las enzimas, e inhibir oxidasas. Lo anterior se traduce en
propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias, y antimicrobianas que protegen a los
tejidos del cuerpo contra los radicales libres.

1) Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de

sustancias quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con

diferentes actividades y estructura quimica, englobando mas de 8.000 compuestos
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distintos. Su forma mas frecuente es la de polimeros o lignina insoluble, mientras que
Su presencia en los tejidos animales esta relacionada con el consumo e ingestion de
alimentos vegetales. La distribucion de los compuestos fendlicos en los tejidos vy
células vegetales varia considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto quimico
que se trate, situandose en el interior de las células o en la pared celular (Andary y
Mondolot-Cosson 1997).

Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias quimicas que poseen
un anillo aromatico, un anillo benceno, con uno o mas grupos hidréxidos incluyendo
derivados funcionales (ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc.) (Tsimidou 1998). La
naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples como los &acidos
fendlicos hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos. Se
presentan en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar
unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se pueden producir uniones
directas entre una molécula de azucar y un carbono aromatico. Por ello la forma mas
comun de encontrarlos en la naturaleza es en forma de glicésidos, siendo solubles
en agua y solventes organicos.

La capacidad antioxidante descrita para distintos polifenoles se puede
considerar como la actividad biolégica responsable del efecto preventivo que se les
atribuye sobre determinadas enfermedades frecuentes en los paises desarrollados
como son la enfermedad cardiovascular y el cancer epitelial (Hertog y col 1995;
Wang y col 1996). EI comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos
parece estar relacionado con su capacidad para quelar metales, inhibir la
lipoxigenasa y captar radicales libres, aunque en ocasiones también puede promover

reacciones de oxidacion in vitro. Los compuestos fendlicos actuan como pro-
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oxidantes quelando metales, bien de manera que mantienen o incrementan su
actividad catalitica o bien reduciendo metales, incrementando asi su capacidad para
formar radicales libres de los perdxidos (Decker 1997).

El garbanzo contiene isoflavonas como la biocanina en forma libre (biocanina
A y B) y ligadas a otros compuestos (biocanina glucosidala); el contenido de
isoflavonas en el garbanzo representa el mayor porcentaje de fendlicos identificados
(Campos-Vega y col 2010; Aguilera y col 2011). Muchas actividades biolégicas han
sido asociadas con las isoflavonas, incluyendo la osteoporosis, enfermedades
cardiovasculares, prevencion de cancer y para el tratamiento de sintomas de
menopausia (Ricketts y col 2005; Messina y col 2006; Trock y col 2006). También se
han reportado estudios sobre la actividad antioxidante de estos compuestos en el
garbanzo, tal es el caso de Guardado-Félix y col (2017) quienes identificaron y
cuantificaron las principales isoflavonas de esta leguminosa después del proceso de
germinacién del grano con estrés inducido con selenito de sodio, reportando que los
brotes de garbanzo enriquecidos con selenio presentaron mayor capacidad
antioxidante que el tratamiento control, atribuyendo este efecto al incremento en la

concentracion de isoflavonas después del proceso (Guardado-Félix y col 2017).

b Péptidos bioactivos y potencial nutracéutico

Los péptidos bioactivos se definen como regiones especificos de las proteinas
con secuencias de aminoacidos que tienen actividad biolégica, incluyendo
antioxidante, antihipertensivo, antitrombdtico, antiadipogénica, antimicrobiano,
antiinflamatorio y efectos inmunomoduladores. Estos péptidos tienen 2-20

aminoacidos y masas moleculares de menos de 6.000 Da. Su bioactividad se
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determina principalmente por su secuencia de aminoacido y su composicion. Se han
identificado por varios autores a los péptidos y proteinas como posibles sustitutos de
los medicamentos (de Castro y Sato 2015). En el garbanzo se han encontrado
péptidos con diferente actividad biolégica (Figura 1) en las que cabe recalcar su

actividad antioxidante y antihipertensiva (Pedroche y col 2002; Xue y col 2015).

1) Con actividad antioxidante

Se han encontrado diversos péptidos con capacidad antioxidante, su actividad
biolégica ha sido estudiada desde el primer reporte obtenido acerca de ellos por
Marcuse (Marcuse 1960). Los péptidos antioxidantes poseen de 5 a 16 residuos de
aminoacidos y son considerados compuestos seguros y sanos con un bajo peso
molecular, bajo costo, alta actividad y facil absorcion. EI mecanismo exacto de la
actividad antioxidante de estos péptidos no ha sido completamente entendida, sin
embargo varios estudios muestran su actividad como inhibidores de la peroxidacion
lipidica, captadores de radicales libres, y quelantes de metales de transicién (De
Castro y Sato 2015).

Los péptidos con actividad quelante pueden prevenir la pro oxidacion al
acomplejar los iones metalicos, que catalizan muchas reacciones de oxidacion.
Ademas, el péptido quelante puede mejorar la biodisponibilidad de minerales como
calcio, cobre, hierro y zinc cuando estan en forma quelada (Megias y col 2008).

Las propiedades antioxidantes de los péptidos estan relacionadas a su
composicién, estructura e hidrofobicidad. Tyr, Trp, Met, Lys, Cys e His son ejemplos

de aminoacidos que causan la actividad antioxidante. Aminoacidos con residuos
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GARBANZO

J/ Hidrélisis enzimatica

Hidrolizados y péptidos bioactivos

Hipocolesterolemico Antioxidante Antihipertensivo Antifangica
- Quelacion de Inhibicién de la
Disminuye la metales. . Cicerin
. enzima
solubilidad del ) convertidora de
colesterol Potencial DPPH Arietin

Angiotensina
Reduccion de

poder
Secuencia de péptidos Secuencia de péptidos
Asp-His-Gly (327.33 Da). GVGYKVVVTTTAAADDDDVV (8.2 kDa).
Val-Gly-Asp-lle (402.49 Da). ARCENFADSYRQPPISSSQT (5.6 kDa).

Figura 1. Hidrolizados y péptidos bioactivos derivados de proteinas de garbanzo.
Bioactividades de péptidos reportados en diferentes estudios obtenidos a través de
hidrdlisis enzimaticas y secuencias de péptidos. Tomado de: (Ye y col 2002; Barbana

y Boye 2010; Yust Mdel y col 2012; Xue y col 2015).
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aromaticos pueden donar protones a los radicales lo que le brinda la propiedad de
captadores de radicales (Sarmadi y Ismail 2010). La actividad antioxidante de los
hidrolizados de proteina de garbanzo no pueden ser atribuidas a un solo mecanismo,
por lo tanto se han hecho diferentes ensayos para estudiar las propiedades

antioxidantes de estos péptidos.

La proteina hidrolizada de garbanzo presenta una alta actividad antioxidante
comparada con las proteinas intactas. Los resultados obtenidos en diferentes
estudios muestran el potencial del uso de hidrolizados de garbanzo en el desarrollo
de alimentos funcionales para el tratamiento de patologias cardiovasculares y
neurologicas. A demas las proteinas hidrolizadas de garbanzo pueden servir como
ingredientes para reducir la necesidad de agregar antioxidantes sintéticos a los
alimentos y posteriormente evitar su rancidez (Yust Mdel y col 2012), asi como

también su uso seria conveniente en la industria farmacéutica.

2) Con actividad antihipertensiva

Pedroche y col. en su estudio reportaron la actividad de los péptidos
generados por la hidrolisis de proteinas con alcalasa y flavorizima encontrando la
inhibicion de la ECA al principio de la hidrdlisis por la generacion de los péptidos,
esta inhibicion fue incrementando conforme el grado de hidrdlisis aumentaba
(Pedroche y col 2002). También Medina-Godoy y col. realizaron un estudio similar
con diferentes enzimas en la hidrdlisis (alcalasa, papaina y pancreatina) encontrando
el efecto antihipertensivo del hidrolizado de proteina de garbanzo incluso con valores
mayores reportados por Pedroche y col. (2002) (Medina-Godoy y col 2012). El

potencial del garbanzo hace que su grano sea considerado para obtener alimentos
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funcionales con péptidos bioactivos con un posible rol para el tratamiento de la alta
presion (Medina-Godoy y col 2012).

Esta leguminosa tiene un importante valor nutricional gracias a su composicion
quimica, por lo que cuenta con multiples beneficios a la salud. Ademas se ha
demostrado que al ser procesada puede mejorar esas propiedades, por lo tanto se
deben buscar distintas tecnologias que tengan la capacidad de procesarla e

incrementar su valor biologico.

D. FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

Se han empleado diversos procesos que son capaces de incrementar el valor
biolégico de las leguminosas como son la germinacion, nixtamalizacion, extrusion y
fermentaciéon en estado sodlido; La germinacion es un tratamiento sencillo y
economico, que da como resultado un producto natural, permite eliminar o inactivar
ciertos factores antinutricionales y aumenta la digestibilidad de proteinas y almidones
en leguminosas. De esta manera, la germinacion de leguminosas puede mejorar sus
propiedades de alimentos funcionales (Davila y col 2003). La extrusiébn es un
proceso continuo de temperatura alta y tiempo corto que combina corte mecanico y
calor para la gelatinizacion parcial del almidon y la desnaturalizacion parcial de
proteinas obteniéndose un producto plastificado y reestructurado con nuevas formas
y texturas (Asp y Bjorck 1989). La nixtamalizacion es un proceso muy antiguo
desarrollado por las culturas Mesoamericanas y aun es utilizado para la producciéon
de tortillas lo que a su vez produce cambios que mejoran la calidad nutricional del
maiz (Paredes Lopez y col 2009). Por otro lado la fermentacion en estado sdlido

(FES) representa una alternativa tecnolégica para procesar una gran variedad de
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legumbres y cereales e incrementar su calidad nutricional y obtener productos
comestibles con buenas caracteristicas sensoriales (Reyes-Moreno y col 2004).

La FES o cultivo en estado solido es definido como el cultivo microbiano que
se desarrolla en la superficie y en el interior de una matriz sdélida en la ausencia de
agua libre (Lonsane y col 1985), es la técnica de conversién de sustratos complejos
en compuestos simples. La FES ha sido ampliamente usada desde la antigliedad
para la produccién de alimentos fermentados como salsa de soya (Barrios-Gonzalez
2012), el alimento que se genera a partir de este bioproceso es el tempe y es
considerado un alimento funcional por las caracteristicas nutricionales que le brinda
el microorganismo al sustrato durante la fermentacion.

1 Tempe

El tempe (kedele tempe) es un alimento de soja fermentada tradicional de
Indonesia. Se produce por diferentes estratos de Rhizopus sp., (R. oligosporus, R.
arrhizus, y R. stolonifer). Un tempe bien hecho es un pastel compacto blanco,
completamente cubierto de hongos. El hongo crece derecho a través de los granos y
forma una masa compacta (Hesseltine 1965). Prinsen Geerligs fue el primero en
describir un método para la produccién de tempe. En E.U.A. (Prinsen Geerligs 1895).
Steinkraus y col. reportaron un estudio de la preparacién y composicion quimica del
tempe haciendo un aislado e identificando los microorganismos involucrados en la
fermentacién (Steinkraus y col 1983).

a Caracteristicas

El tempe es una excelente fuente de proteinas, vitaminas y minerales. Durante

la fermentacion de la soya algunas caracteristicas como la composicion de acidos

grasos y de vitaminas son mejoradas. Una de las mas importantes caracteristicas del
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tempe es el alto contenido de proteinas el cual alcanza niveles mayores a los del
producto sin fermentar. Murata y col (2017), reportaron que el contenido de proteina
durante la fermentacion fue constante, mientras que el contenido de aminoacidos
libres aumento hasta un 85% comparado con soya sin fermentar. El tempe posee un
amplio rango de propiedades benéficas como hipolipidicas, antimicrobianas,
antiaterogénicas, entre otras (Karyadi y Lukito 2000).
2 Sustratos utilizados en elaboracion de tempe

El tempe es un alimento fermentado oriental producido por la FES de la soya,
sin embargo, existen diversos sustratos que se pueden usar para preparar tempe
como el maiz, garbanzo, soya, arroz, frijol entre otros (Paredes-Lopez y Harry 1989;
Hachmeister y Fung 1993; Sharma y Khetarpaul 1997; Cuevas-Rodriguez y col 2004;
Angulo-Bejarano y col 2008).

a Microorganismos utilizados en la produccién de tempe

Generalmente la FES se puede llevar acabo con hongos de la especie
Rhizopus; una importante funcién del hongo durante la fermentacion es la sintesis de
enzimas las cuales hidrolizan algunos sustratos y contribuyen al desarrollo de la
textura, sabor y aroma agradable del producto. La hidrélisis enzimatica puede
disminuir o eliminar factores antinutricionales ya que durante el proceso se liberan
metabolitos secundarios que van desde antibidticos a péptidos, enzimas y factores
de crecimiento por consiguiente, la calidad nutricional del alimento fermentado
puede mejorarse (Hachmeister y Fung 1993).

1) Hongos filamentosos
Muchos grupos de microorganismos pueden crecer en sustratos solidos, sin

embargo, los hongos filamentosos tienen la mejor capacidad de crecer en ausencia
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de agua libre. El cultivo de hongos filamentosos en sustratos solidos ha sido
ampliamente usado para diferentes propésitos por ejemplo para la fermentacién. Los
hongos comunmente mas usados son: a) Phycomycetes (Mucor y Rhizopus), y b)
Ascomycetes (Aspergillus y Penicillium) (Pandey y col 2000).Sin embargo, con
Rhizopus oligosporus se obtiene un producto con mejor calidad que aquellos que se
hacen con otras especies, ademas las proteasas generadas por este hongo tienen la
capacidad de romper mas del 50% de las proteinas de la soya (Lim y col 1987).
2) Rhizopus oligosporus

Algunas caracteristicas morfolégicas, como largo del rhizoide vy
esporangiospora, diametro del esporangio, forma de la columela, tamano, forma y
textura de la superficie de la esporangiospora, ayudan en la diferenciacién entre
dichas especies. Las hifas pueden ser o no septadas (6-15 um en diametro), las
esporangiosporas son de color café y no presentan ramificacion, encontrandose
solas o formando racimos. Los rhizoides se localizan en el punto de unién entre
estolén y esporangiospora. El esporangio (40-350 um en diametro) se localiza en la
punta de la esporangiospora, su forma es redonda con bases aplanadas. Presentan
esporangiospora unicelular, de forma redonda a ovalada, la textura es de suave a
estriada (Larone 1993).

El crecimiento en hifas proporciona al hongo la capacidad de penetrar en la
mayoria de los sustratos soélidos hasta 1 mm 6 25% del cotiledén, manteniéndolos
unidos (Hutkins, 2008), secretando en la punta de la hifa las enzimas hidroliticas que
penetran directamente en el sustrato. Este proceso es muy eficiente a diferencia de
la fermentacién de cultivos sumergidos donde las enzimas hidroliticas son diluidas en

el medio y su accion se ve reducida considerablemente (Raimbault 1998). Estos
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hongos tienen la capacidad de crecer muy rapido a temperaturas relativamente altas
(37-45°C) y condiciones de humedad alta (60-80%). El hongo utiliza el oxigeno
disponible y produce CO,, el cual inhibe el crecimiento de microorganismos
potencialmente contaminantes. La combinacion de un pH relativamente bajo, agua
no libre y temperatura alta en la masa del sustrato permite a Rhizopus oligosporus
desarrollarse rapidamente; éste penetra y une el sustrato dando forma de pastel,
originando una cohesioén de los granos enteros o fragmentados (Miszkiewicz y col.,
2003). Rhizopus oligosporus se considera un microorganismo seguro (“GRAS”
generally recognized as safe) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA, por su siglas en inglés) de los Estados Unidos de América (FDA 2001).
Miszkiewicz y col. estudiaron la biosintesis de las enzimas que degradan
polisacaridos, lipidos y proteinas de R. oligosporus, encontrando que en la primera
fase de crecimiento el hongo sintetiza lipasas cuyo rendimiento alcanza su punto
maximo a las 12 horas. La actividad maxima de la Alfa-amilasa se encontré después
de 36 h y enzimas como xilanasa, endoglucanasa y beta-glucosidasa son
sintetizadas después de 48 h, reportando que la maxima liberacion de glucosa esta
correlacionada con la actividad de estas enzimas (excepto la xilanasa). En la ultima
fase del proceso, ellos encontraron un incremento de dos proteasas acidas (pH de
3.0 y 5.5), lo cual se correlaciono con el incremento de proteina soluble observada
durante su investigacién. Asi como también concluyeron que la secrecion de
proteinasas acidas es crucial para la producciéon de un tempe con alta calidad

(Miszkiewicz y col 2003).
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3 Proceso para la elaboracién de tempe

Para la elaboracion del tempe son necesarios algunos tratamientos previos
con la finalidad de que el proceso sea lo mas puro posible, es decir que el
microorganismo este en un ambiente deseable para su crecimiento optimo. Este
proceso consiste en 4 pasos: a) Limpieza, remojo y descascarillado, b) Coccién
parcial, drenado y enfriado, c) Inoculacion e d) Incubacion. A continuacion cada uno
de esto pasos sera descrito con detalle.
a Limpieza /remojo / descascarillado

La limpieza consiste en remover aquellas impurezas que presente el grano,
asi como también eliminar aquellos granos quebrados o dafados y eliminar materia
ajena a los granos. Durante el remojo los granos se introducen en un exceso de agua
por 12 o 15 h a temperatura ambiente para facilitar la penetraciéon del micelio.
Durante la fermentacion acida bacteriana, el pH de los granos disminuye en un rango
de 5.3 a 4.5. Este no afecta el crecimiento de Rhizopus, pero previene el desarrollo
de bacterias indeseables que puede deteriorar el tempe. Se ha documentado que el
crecimiento del hongo se mantiene estable en un pH superior de 3.5 y un poco mas
lento cuando el sustrato es acidificado mayor a ese valor de pH (Babu y col 2009).

Debido a que el hongo no puede crecer en grano entero, el descascarillado es
esencial en la produccion de tempe. De esta manera el hongo es capaz de alcanzar
los nutrimentos de los cotiledones. El descascarillado puede ser manual separando
la testa de los cotiledones facilitado por la hidratacion anterior o por abrasion

mecanica.
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b Coccion parcial / drenado / enfriado

La coccidon parcial es necesaria para destruir la contaminacion de bacterias
que puedan interferir con la fermentacion, destruir factores antinutricionales y liberar
algunos de los nutrientes requeridos para el crecimiento del hongo (Steinkraus y col.,
1965). Durante el cocimiento las proteinas presentes experimentan un proceso de
desnaturalizacion seguido por agregacion. El calentamiento provoca el
desdoblamiento de la estructura secundaria y al mismo tiempo fendmenos de
disociacion y agregacion a nivel de la estructura cuaternaria de las proteinas (Avanza
y Anon 2006). En general, la desnaturalizacion de proteinas va acompanada de un
descenso de la solubilidad, debido a la exposicion de los grupos hidréfobos hacia la
fase acuosa y a la agregacion de las moléculas proteicas desplegadas mediante
interacciones hidrofébicas (Cheftel y col 1993). Los tiempos de coccién tradicional
varian de 10 min hasta 3 h a temperatura de ebullicion (Steinkraus y col 1965).

Tradicionalmente, el agua de coccion es drenada y los cotiledones son
extendidos en bandejas de bambu, mallas de alambre o cestos perforados. El exceso
de agua favorece el crecimiento bacteriano y deterioro del tempe; asi que, un
inapropiado drenado de los granos disminuye la vida de anaquel del producto
(Winarno 1986; Steinkraus 1995).

c Inoculacioén

La fuente del indculo puede ser obtenida a través de: (1) Lote previo de tempe
(2) Cepas puras de Rhizopus liofilizadas o suspendidas en agua. Para una
fermentacion optima, (Wang y col 1975) reportaron que 1X10° esporas/100 g de
sustrato cocido, produce resultados satisfactorios. La principal especie de hongo

para elaborar tempe es Rhizopus oligosporus porque presenta una fuerte actividad
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de proteasas y lipasas (Shurtleff y Aoyagi 2001). Sin embargo, otras especies, como
R. oryzae, R. chinensi y R. stolinifer también han sido utilizadas en la produccion de
tempe a partir de diferentes sustratos (Steinkraus 1995).

c Contenedores de FES /Incubacion

Tradicionalmente, los granos son empacados en hojas marchitas de platano
perforadas que permitan un suministro limitado de aire a los granos. Un contenedor
es apropiado mientras permita acceder suficiente oxigeno para el crecimiento del
hongo, pero no demasiado que promueva la esporulacion y obscurecimiento del
micelio; la temperatura puede ser controlada, el sustrato retiene la humedad durante
la fermentacion, no existe agua libre en contacto con el grano y la fermentacién del
tempe ocurre en condiciones higiénicas (Steinkraus 1995). Hoy en dia, las bolsas de
plastico, tubos flexibles (tripas) o cajas de plastico duro con orificios de perforacion
adecuado se encuentran en uso para permitir el crecimiento aerdbico del hongo
(Roubos-van den Hil y col 2010).

Temperatura, tiempo de fermentacion y humedad relativa son tres factores
esenciales que inciden en el resultado de la fermentacién para la obtencion del
tempe. La fermentacion del tempe puede ser llevada a cabo a temperaturas en un
rango de 25-37°C; sin embargo, el tiempo requerido para llevar a cabo la
fermentacién disminuye cuando la temperatura se incrementa (Steinkraus
1995).Usmani y Noorani (1986) reportaron una humedad relativa 6ptima de 60-65%.
Se ha observado que a una humedad relativa >75% se da una esporulacién
indeseable del hongo.

En conclusion, las condiciones para la produccién de tempe de alta calidad

son variables. La temperatura, humedad relativa, extensién de la fermentacion,
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disponibilidad de oxigeno y otras condiciones controladas apropiadamente, pueden
garantizar que los requerimientos de crecimiento del hongo sean satisfactorios
(Figura 2).

4 Efecto de la FES sobre la composicidon quimica de leguminosas

Estudios reportados por (Baumann y Bisping 1995) utilizando R. oligosporus, R.
oryzae y R. stolonifer durante la fermentacion de granos de soya observaron que la
concentracion de aminoacidos incremento después de 30 h con R. oligosporus, en
cambio la cepa de R. stolonifer demostréo baja actividad después de 30 h de
fermentacién. La capacidad proteolitica de R. oryzae y R. oligosporus depende de la
cepa y no de la especie usada. Estos hongos tienen una alta capacidad proteolitica
es por eso su importancia para la fermentacion del tempe. En el Cuadro 4 se
muestra la comparacion de aminoacidos presentes en la soya y en el tempe de soya
(Gibbs y col 2004).

En cuanto a los lipidos, un estudio realizado por (De Reu y col 1994) de
fermentacién de soya con R. oligosporus encontraron que hubo una reduccién del
39% después de 69 h de fermentacion a 37°C, la temperatura optima de crecimiento
de R. oligosporus es de 35-37°C y la de R. oryzae es aproximadamente a 30°C. En
el experimento hecho con R. oryzae a 25 y 37 °C obtuvieron un decremento menos
pronunciado que a 30°C, esto quiere decir que el decremento de lipidos presentes
esta relacionado con la fase de crecimiento del hongo (Cuadro 5).Los carbohidratos
que contienen la mayoria de las leguminosas son polisacaridos de la pared celular,
pequefios azucares como fructosa, rafinosa y estaquiosa. Estos azucares pequefos
se eliminan durante el remojo, coccion y fermentacion(Mulyowidarso y Buckle 1991;

Egounlety y Aworh 2003).
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Semillas de
garbanzo

Remojo
25°C por 16 h

Drenadoy
descascarillado

Coccidén
90°C por 30 min

Enfriado
25°C

Inoculacion

Rhizopus oligosporus
en bolsas de
polietileno perforada

|

Incubacioén
(22-45°C/6-132h)

Tempe de garbanzo

Figura 2. Proceso para la elaboracion de tempe de garbanzo. Como primer paso se
lleva a cabo una limpieza del grano, posteriormente se deja en remojo con acido
aceético por 16 h para luego ser descascarillados. Después se lleva a cabo la coccion
con acido acético por 30 min, se enfria y se inocula con el hongo, por ultimo se lleva

a cabo la incubacién a diferentes temperaturas y tiempos para obtener el tempe de

garbanzo. (Reyes-Moreno y col 2004).
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Cuadro 4. Contenido de aminoacidos esenciales en la harina de soya y en el tempe.

.. . Aminoacidos .
Aminoacidos Harina de soya . Harina de soya
esenciales esenciales
Sin Tempe Sin Tempe
fermentar fermentar

Gly 33 4.1 His 3.1 16
Ala 4.4 3.2 Phe 5.1 43

Val 3.0 3.0 Tyr 54 4.2

lle 5.2 56 Pro 8.0 8.8

Leu 8.6 7.9 Try 1.0 1.0
AsX 11.0 10.1 Met 14 1.4
Gix 18.0 16.3 Cys 0.9 1.1
Lys 6.8 76 Ser 5.0 10.1
Arg 56 58 Thr 45 7.2

Composicion de aminoacidos (mol%) en el tempe de soya tras 12 h de
proceso(Gibbs y col., 2004)
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Cuadro 5. Efecto de FES de granos de soya sobre la composicién de lipidos y

acidos grasos utilizando R. oligosporus 'y R. oryzae.

Tiempo de incubaciéon (h) G AGL Tiempo deincubacion(h) G AGL

R. oligosporus R. oryzae

0 222 0.3 0 244 0.3
16 19.8 0.8 18 244 04
19 172 1.0 21 19.6 4.0
22 19.7 15 24 18.8 5.1
28 21.3 3.8 28 203 44
40 155 4.8 40 182 44
46 16.9 4.0 46 11.0 5.3
69 14.7 5.9 64 10.7 5.2

70 15.8 4.0

Estudio sobre el cambio en la composicién de los lipidos y acidos grasos durante la
fermentacién en granos de soya. Expresado como % de masa seca.
G: glicéridos, AGL.: acidos grados libres.(De Reu y col., 1994)
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Los polisacaridos insolubles de la pared celular, tales como pectina, celulosa y
hemicelulosa son parcialmente degradados por las enzimas del hongo; esto conduce
a su mayor solubilidad en agua durante la fermentacion (Kiers y col 2007). Las
carbohidrasas principales de R. oligosporus en tempe se incluyen
poligalacturonasas, celulasas, xilanasas y arabinanasas (Sarrette y col 1992).

Egounlety y Aworh (2003) evaluaron el efecto de los pretratamientos (remojo,
descascarillado, coccion y fermentacion con Rhizopus oligosporus) sobre la
concentracion de oligosacaridos en la elaboracion de tempes de soya. Ellos
reportaron pérdidas considerables de sucrosa, rafinosa, y estaquiosa durante estos
pretratamientos. Sin embargo, los contenidos de galactosa, glucosa, fructosa y
maltosa incrementaron durante las primeras horas de fermentacion (30 y 36 h);
concluyendo que dichos pretratamientos son eficientes para reducir compuestos
indeseables causantes de flatulencia (oligosacaridos de la familia de la rafinosa).
Reyes-Moreno y col (2004) reportaron que durante la fermentacién en estado solido
el contenido de carbohidratos se reduce como consecuencia de la eliminacion de la
testa y de la lixiviacion durante las etapas de remojo y cocciéon. Guzman-Uriarte y col.
analizaron la composicién quimica de frijol comun bioprocesado por FES, reportando
un incremento en fibra soluble, insoluble vy fibra total, 4.74% a 13.32%, de 11.30% a
22.51% y de 28.92% a 39.17%, respectivamente (Guzman-Uriarte y col 2013). La
presencia de fibra dietaria brinda importantes efectos a la salud debido a que han
sido considerados ingredientes funcionales por reducir el riesgo de cancer de colon.

Los cambios observados en la fibra pueden ser debidos a la lixiviacion de
algunos compuestos durante las etapas previas de la fermentacién (coccion),

ademas el crecimiento del hongo el cual consumira como fuente principal acidos
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grasos y posteriormente carbohidratos y grasas como fuentes de energias
desarrollando micelios ricos en fibra.

Sanchez-Magafia y col. analizaron el efecto de la FES en frijol sobre contenido
de almidon resistente, reportaron un incremento de almidon resistente después de la
fermentacién (Sanchez-Magana y col 2014). De igual forma, Angulo-Bejarano y col.
evaluaron el efecto de la FES en garbanzo encontrando un comportamiento similar
ya que incremento el contenido de almidon resistente de 19 a 76 g/kg en garbanzo
crudo y fermentado respectivamente (Angulo-Bejarano y col 2008). El efecto de las
etapas previas al proceso como remojo, coccidon y el efecto de la temperatura
permiten la formacion de enlaces de hidrogeno entre las cadenas moleculares dentro
del granulo de almidon.

Bisping y col. estudiaron el efecto de diferentes microorganismos (R.
oligosporus, R. arrhizus y R. stolonifer) sobre la fermentacion en estado solido para
la formaciéon de vitaminas como la rivoflavina, vitamina Bg, acido nicotinico,
encontrando que la mejor cepa para la formacién de vitaminas fue R. oligosporus
(Bisping y col 1993).

Denter y col. realizaron un estudio sobre la soya sometida a fermentacion
utilizando diferentes microorganismos, encontrando que la actividad metabdlica de
Rhizopus spp. durante la fermentacién del tempe, cambia considerablemente el
contenido de vitaminas liposolubles (Denter y col 1998). El hervido y descascarado
de los granos de soya, resulta en una perdida pequefia de vitaminas liposolubles de
alrededor de 15%. En contraste mas del 50% de vitaminas hidrosolubles fueron
destruidas o diluidas durante el proceso de preparacion de la fermentacion del tempe

(Keuth y Bisping 1993; Denter y Bisping 1994).
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5 Efecto de la FES sobre el contenido de fitoquimicos y propiedades
nutracéuticas en leguminosas

Durante la FES, los compuestos organicos presentes en los granos son
convertidos en pequefias moléculas por accion del microorganismo, las cuales,
exhiben funciones fisiolégicas. La FES de la soya con diferentes microorganismos
mejora las propiedades funcionales al incrementar el contenido de compuesto
fitoquimicos y de péptidos (Cho y col 2003; Zhang y col 2006; Sanjukta y col 2015).

a Compuestos fendlicos totales

En los ultimos anos, la FES se ha empleado para incrementar el contenido de
compuestos fenodlicos en algunos productos alimenticios, mejorando asi su actividad
antioxidante. En un estudio reciente en el procesamiento biolégico de estos granos
para preparar koji utilizando FES con diferentes hongos filamentosos de calidad
alimentaria (en particular Aspergillus sp. y Rhizopus sp.), una mejora de las
propiedades antioxidantes de la habas se observd, que podrian estar relacionados
con el aumento de fendlicos y el contenido de antocianina (Lee y col 2008). Sin
embargo, el aumento de la actividad antioxidante del frijol negro Koiji vario para cada
microorganismo utilizado. La fermentacion mejora la actividad antioxidante mediante
el aumento de la liberacion de flavonoides de alimentos de origen vegetal, por lo
tanto, este proceso es un método util para aumentar el suministro de antioxidantes
naturales. (Hubert y col 2008) reportaron los efectos que tiene la fermentacion sobre
la soya reportando los beneficios de esta, siendo atribuidos a la actividad
antioxidante de compuestos que son modificados estructuralmente o liberados

después de la hidrdlisis bacteriana.
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Dey y col. (2014) en su estudio sobre la extraccion de compuestos fendlicos
de trigo por FES con R. oryzae concluyeron que la FES es un proceso bioldgico
complejo donde varias enzimas son producidas por el hongo, tales como, a-amilasa,
xilanasa, B-glucosidasa, esterasas entre otras, las cuales estan asociadas en la
liberacion de compuestos fendlicos (Dey y Kuhad 2014). Se han identificado diversos
mecanismos por los cuales se genera un incremento de compuestos fendlicos
durante la FES, uno de ellos es el que reportan Cheng y col. (2013) en donde la
enzima [-glucosidasa del hongo cataliza la liberacién de agliconas del frijol y
consecuentemente hay un incremento de compuestos fendlicos e isoflavonas (Cheng
y col 2013). Por su parte Huynh y col. (2014) reportan diferentes investigaciones en
donde la concentracién de acidos fendlicos y agliconas flavonoides incrementan por
el proceso de fermentacion por efecto del hongo, asi como también fue reportado
que las esterasas producidas por el hongo a través de FES en granos causa un
incremento en el contenido de acidos fendlicos como ferulico, cafeico y p-cumarico
(Huynh y col 2014).

b Potencial nutracéutico de péptidos bioactivos después del proceso de
fermentacion en estado sélido

Los péptidos son inactivos dentro de la secuencia de la proteina, sin embargo,
estos pueden ser liberados por hidrdlisis enzimatica durante la fermentacién o la
digestion gastrointestinal. En los productos fermentados los péptidos generados van
a depender del microorganismo involucrado y del sustrato presente en la
fermentacion. Los péptidos bioactivos obtenidos por FES que se han reportado son

los antioxidantes, antihipertensivos, hipocolesterolemico, entre otros.
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1) Con actividad antioxidante

Recientes estudios han demostrado que los aminoacidos libres y los péptidos
presentes en la soya fermentada son responsables de la actividad antioxidante
(Watanabe y col 2007; Sanjukta y col 2015). Aminoacidos como triptofano, histidina,
fenilalanina, alanina, tirosina, metionina, glicina, leucina y valina han sido reportados
de ser componentes de los péptidos antioxidantes (Guo y col 2009; Ajibola y col
2011; Sanjukta y col 2015). La captacion de radicales de los péptidos es contribuida
a los residuos de aminoacidos presentes en la cadena (Nam y col 2008; Guo y col
2009).

Watanabe y col. sugirieron que la actividad antioxidante en la fraccion soluble
en agua del tempe fermentado con Rhizopus podria deberse a los aminoacidos y
péptidos formados durante la fermentacion. Durante la fermentacién aerébica con
Rhizopus, los aminoacidos libres y el contenido de péptidos fue incrementando, el
cual resulta en una alta actividad antioxidante en dicha fraccién. Fue sugerido que los
residuos de aminoacidos aromaticos y de His contribuyen a la actividad captadora de
radicales por su capacidad de donar protones facilmente a los radicales deficientes
de electrones y poder mantener su estabilidad (Watanabe y col 2007).

Gibbs y col. (2004) obtuvieron péptidos antioxidantes durante la fermentacion
de soya utilizando como inoculo Rhizopus oligosporus (Figura 3). El organismo
usado durante la fermentacion tendra gran influencia sobre las propiedades
antioxidantes que se obtengan del sustrato, también se ha demostrado que la mezcla
de microorganismos proteoliticos (Bacillus y fungus) durante la fermentacion de la

soya incrementa la actividad antioxidante (Wongpulttisin y col 2007).
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Figura 3. Efecto de la FES con R. oligosporus sobre la proteina de garbanzo.

Péptidos reportados que se han generado por FES que tienen la habilidad de llegar a
la circulacién sanguinea y ejercer su efecto dentro del organismo. Adaptado de: (Ye y
col 2002; Barbana y Boye 2010; Yust Mdel y col 2012; Sanjukta y col 2015; Xue y col

2015).
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2) Con actividad antihipertensiva
Los alimentos ricos en proteinas fermentados son fuentes naturales de
péptidos inhibidores de la ECA ya que durante la fermentacién son liberados estos
péptidos por accién del microorganismo (Muntz y col 2001). La presencia de
aminoacidos hidrofdbicos (Try, Phe, Trp, Ala, lle, Val y Met) o con carga positiva (Arg
y Lys), como también la Pro en la posicion C- terminal de los péptidos inhibidores de
la ECA, demuestran mayor afinidad a la ECA (Haque y Chand 2008; He y col 2011;

Rai y col 2015).

Torino y col. la actividad inhibitoria in vitro de la ECA de lentejas fermentadas
con B. subtilis mostrando que esta actividad fue en incremento de un 67.5% a un
90% de inhibicion después de 48 y 96 h respectivamente. La menor actividad de
inhibicion observada se le puede atribuir a los tipos de péptidos liberados los cuales
a su vez dependeran de la especificidad de la enzima asi como también las
condiciones del proceso tendran gran influencia sobre la liberacion de péptidos
inhibidores de la ECA (Torino y col 2013).En conclusién la fermentacion en estado
sélido es una alternativa tecnologica segura para mejorar la calidad nutricional de las
leguminosas, esto gracias al efecto que produce el hongo dentro del sustrato ya que
tiene la capacidad de incrementar el potencial nutracéutico del grano. Es por ello que
la FES representa una buena opcién para generar un alimento funcional con gran

capacidad de preservar la salud.

En los ultimos afos, estudios epidemiolégicos han demostrado que las
personas que tienen una dieta rica en frutas y hortalizas tienen menor riesgo de

desarrollar enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Las plantas son una
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de las principales fuentes naturales de antioxidantes, ya que poseen diferentes
compuestos como flavonoides, tocoferol, carotenoides, entre otros. A demas de
estos componentes, las plantas son ricas en proteinas que pueden ejercer actividad
antioxidante a través de la capacidad de ciertos aminoacidos para actuar como
agentes quelantes de metales y donantes de hidrogeno. De este modo muchas
proteinas y péptidos de diferentes fuentes, como soya, frijol, garbanzo han

demostrado tener propiedades antioxidantes.

Cabe mencionar que es necesario aplicar procesos tecnologicos para hacer
biodisponibles los compuestos causantes de las actividades biolégicas (antioxidante,
antihipertensivo), entre los que se encuentra la fermentacion en estado solido. Ha
sido reportado que la FES es un proceso eficiente para la produccion de péptidos
bioactivos, sin embargo se deben de buscar sustratos adecuados para obtener
mejores resultados, es decir, sustratos ricos en proteinas. El garbanzo por ser una
leguminosa rica en proteinas se considera una buena opcidén para ser procesado

mediante FES.

Dentro del siguiente trabajo existen algunas lagunas en cuanto si el proceso
es el adecuado, si el hongo es el mejor para la generacion de péptidos bioactivos,
aunque hay reportes sobre la obtencidén de péptidos por FES, no hay estudios que
demuestren el efecto que tiene la fermentacion sobre las proteinas del garbanzo para
generar péptidos. Para llevar a cabo este proceso y obtener la mayor produccion de
péptidos bioactivos es necesario implementar un proceso de optimizacién. En este
proceso se buscan diversos valores de factores que pueden afectar nuestro objetivo,

en este caso se busca obtener el mayor grado de hidrélisis para asegurar que las
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proteinas presentes se conviertan en pequefias cadenas que nos pueden generar la
actividad. Por otro lado, existen diferentes tipos de proteinas que se pueden clasificar
por su solubilidad, en este proyecto se estudia la proteina soluble en agua
(albuminas), lo cual puede generar duda porque solo se evaluan esas y no las
demas, o porque no, hacer una extraccién de toda la proteina presente. Sin embargo
se decidio estudiar estas porque juegan un papel esencial en las semillas ya que
incluyen a las proteinas enzimaticas y metabdlicas, ademas poseen un alto valor

nutricional por su alto contenido en lisina y aminoacidos azufrados.

Se espera encontrar péptidos con capacidad antioxidante y antihipertensiva
los cuales se ha reportado que tienen masas moleculares muy pequenas, es por ello
que se utilizan dos procesos de hidrolisis, para asegurar obtener péptidos pequefios
que nos puedan conferir estas actividades. Ademas, no solamente se espera
encontrar péptidos con estas actividades, si no también, se pueden identificar otros
compuestos con diferentes actividades y esto se podria analizar a través de la

caracterizacion de nuestra proteina por sus pesos moleculares.
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IV. JUSTIFICACION

El estrés oxidativo es un factor de riesgo para la aparicion enfermedades
cronico-degenerativas como la HTA. Por ello, es importante el estudio de
compuestos que ayuden a regular la presion arterial, o bien, evitar una produccion
excesiva de ERO. Para esto se puede implementar el consumo de péptidos con
actividad antioxidante obtenidos de fuentes naturales como las leguminosas. El
garbanzo es una buena fuente de proteinas y se ha reportado la obtencion de
péptidos bioactivos a través de hidrdlisis enzimatica. Sin embargo, existen otros
procesos que se pueden emplear para la liberacion de péptidos y a la vez obtener un
alimento funcional, un ejemplo de ellos es la FES. Se ha reportado que durante la
FES de leguminosas se generan una diversidad de compuestos fendlicos con AAox,
pero no existen reportes sobre la obtencion de péptidos con AAox del garbanzo. Por
ello existe la necesidad de estudiar el efecto de la FES sobre la produccion de
péptidos bioactivos en garbanzo. Ademas, hasta el momento no existe un proceso
estandarizado para la FES en garbanzo, por lo que, es necesaria la optimizacion de
dicho proceso con la finalidad de encontrar las mejores condiciones que permitan la

maxima produccion de estos péptidos.
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V. HIPOTESIS
Un proceso optimizado de fermentacién en estado soélido incrementa el
potencial antioxidante de la fraccién proteica soluble del garbanzo (Cicer arietinum

L).
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VI. OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL
Obtener péptidos con propiedades antioxidantes y antihipertensivas mediante
un proceso optimizado de fermentacién en estado sélido y evaluar el efecto de la

simulacién gastrica.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar el proceso de fermentacion en estado sélido (FES) de garbanzo
para encontrar la mejor combinacién de temperatura y tiempo de fermentacion
con valores altos de grado de hidrdlisis, proteina soluble y actividad
antioxidante.

2. Obtener una harina de garbanzo con las mejores condiciones del proceso de
FES y validar el proceso de optimizacién.

3. Obtener la fraccion soluble (FS) proteinica de la harina de garbanzo
fermentada optimizada (HGFO).

4. Evaluar el efecto de la simulacién gastrica in vitro de la FS de la HGFO sobre
su capacidad antioxidante y antihipertensivo.

5. Caracterizar los péptidos de garbanzo generados mediante FES / simulacion

gastrica, por cromatografia en gel y espectrometria de masas.
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Vil. MATERIALES Y METODOS

1 Obtencion de harinas de garbanzo bioprocesado (HGB) utilizando como

inéculo Rhizopus oligosporus

Los meétodos utilizados para la obtencibn de HGB fueron los reportados por

Sanchez-Magana y col. (2014) con algunas modificaciones (Figura 4).

a Pretratamiento de los sustratos

Se utilizaron varios lotes de 200 g de garbanzo. Los granos se remojaron en
disolucién acuosa de acido acético glacial (pH = 3.0) en una relacion 1:3 (p/v)
durante 16 h. Después del remojo la testa de garbanzo se elimind manualmente, los
cotiledones de garbanzo se cocieron en la disolucion acuosa de acido acético a 90

°C por 30 min. Los sustratos se drenaron y se enfriaron a temperatura ambiente.

b Inéculo

Como in6culo se utilizd el microorganismo Rhizopus oligosporus NRRL 2710
(American Type Culture Collection, Manassas, USA). La cepa se propagd en tubos
de ensayo los cuales contenian agar papa dextrosa, a 35 °C durante 2-3 dias hasta
que se obtuvo la adecuada esporulacidn. Los cultivos que se produjeron se
guardaron en refrigeracion a 4 °C y se resembraron cada mes para su conservacion.
Para la obtencion de la concentracion de esporas requeridas (1 X 106 esporas/mL)
se utilizé el método nefelométrico de McFarland (Leptospira Laboratory 1997) el cual

se basa en la preparacion de una suspension para posteriormente medir la
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Remojo de granos de garbanzo (solucién de acido acético pH =3) por
16 h

\Z

Descascarillado manual de granos

\Z

Coccion con acido acético (pH 3) a 90°C/30 min

\Z

Inoculaciéon con Rhizopus oligosporus (10° esporas/ ml) y envasado
en bolsas perforadas

\Z

Fermentacion (22-45°C/6-132 h)

\Z

Cotiledones secos de garbanzo bioprocesado (50 °C/8 h)

\Z

Harina de garbanzo bioprocesado

Figura 4. Procedimiento para la obtencion de harinas de garbanzo bioprocesado por

FES. (Sanchez-Magana y col 2014)
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absorbancia y determinar el numero de células o esporas que se encuentran
suspendidas por mililitro de suspension, de ése modo se obtiene la solucion de

esporas (Paredes-Lopez y col 1989).

¢ Fermentacion en Estado Sélido

Para llevar a cabo la fermentacion, se adicionaron 3 mL de suspensién de
esporas por cada 100 g de sustrato, se mezclé con una espatula de acero inoxidable
para lograr una distribucion homogénea. Se hicieron lotes pequefios de 200 g de la
mezcla sustrato-indculo y se colocaron en bolsas de polietileno de 15 X 25 cm con
pequefias perforaciones realizadas con una aguja de coser (4 cm de distancia). Los
lotes se colocaron en una incubadora (Riossa, mod EC-33, México) para llevar a

cabo la fermentacion.

d Obtencién de harinas

Una vez que se llevd a cabo el proceso de fermentacién, las muestras se secaron
en estufa (50 °C/12 h), enfriaron (25 °C) y molturaron (Molino Tecator, mod 1083,
Suecia) hasta obtener harinas que atravesaran malla 80 (0.180 mm). Se

almacenaron (4 °C) en recipientes con cierre hermético hasta su utilizacion.

2 Obtencion del extracto acuoso proteico de la harina de garbanzo
bioprocesado
Para fines del trabajo se utilizé la proteina soluble en agua para llevar a cabo

los anadlisis de proteina soluble y la actividad antioxidante. Para esto se realizaron
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desgrasados de las harinas y estas fueron lavadas con etanol y acetona para retirar

los compuestos que pudieran intervenir con los resultados de los analisis.

a Desgrasado de harinas de garbanzo bioprocesado

Para llevar a cabo el proceso se utilizaron 5 g de HGB empleando hexano
como solvente en una relacion 1:3 (p/v), se agitaron por 10 min y fueron
centrifugados a 3000 rpm/10 min, se retird el sobrenadante, el proceso se repitid 3
veces para asegurar la eliminacion de acidos grasos, la harina se dejoé evaporando

hasta sequedad.

b Lavados de harinas de garbanzo bioprocesado

Se utilizé la metodologia descrita por (Girén-Calle y col 2004), la harina
desgrasada fue lavada con etanol una primera vez y dos veces con acetona. Los
lavados consistieron en la resuspension con el solvente al 5 % y fueron centrifugados
a 500 g /10 min para recuperar el material insoluble, posteriormente la harina se dejo

evaporando hasta lograr sequedad.

¢ Obtencion del extracto acuoso proteico

Para la obtencidon de un extracto acuoso concentrado en proteinas se utilizé la
metodologia descrita por (Sanjukta y col 2015), en donde a la harina previamente
lavada se le agregd agua destilada en una relacion 1:10, se agitdo por 4 horas,
posteriormente fue centrifugada a 8000 g /20 min, se recuperd el sobrenadante y fue

almacenado a - 20 °C para su posterior analisis.
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3 Evaluacion del grado de hidrélisis (GH), proteina soluble (PS) y actividad

antioxidante (AAox) del extracto acuoso proteinico (EAP).

a Grado de hidrdélisis

Se determind el grado de hidrolisis midiendo el contenido total de nitrogeno
soluble en acido tricloroacético (TCA) al 10 % con referencia al contenido total de
nitrégeno. Se tomo una alicuota de 10 mL conteniendo 1% p/v de cada hidrolizado,
se mezclé con 10 mL de TCA al 20% y después se centrifugo a 10000 rpm durante
20 min. Se determind el N soluble en el sobrenadante y el N total por el método de
Kjeldahl (Hoyle y col 1994). El grado de hidrdlisis se calculé mediante la siguiente

ecuacion:

% GH= N soluble en TCA / N total *100

b Evaluacion de la proteina soluble del EAP

Se utilizé el kit DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este es un ensayo colorimétrico para la
concentracion de proteina, la reaccion es similar al ensayo de Lowry. Se utiliz6 como

estandar albumina de suero bovino. Los resultados se expresaron como mg/mL.

¢ Evaluacion de la actividad antioxidante del EAP

Se determind la capacidad de captacion de radicales libres de los extractos
acuosos proteicos mediante el método de ABTS [4cido 2,2-azino-bis(3-
etibenztiazolina-6-sulfonico)], el cual es un potente radical libre. El ensayo se realiz6
segun la metodologia reportada por (Re y col 1999) con algunas modificaciones.
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Este método se basa en la generacion de un cromoforo del radical ABTS* (color
verde) y la capacidad del antioxidante para decolorar este radical. Se prepar6é una
solucion de ABTS mezclado con persulfato de potasio (K2S20g) a una concentracion
de 2.45 mM en etanol, la solucion resultante se almacend en oscuridad por 16 h para
permitir el desarrollo del radical. Posteriormente se diluyd la solucién en PBS hasta
alcanzar una absorbancia de 0.700 nm. Se tomaron 20 ul de cada una de las
muestras, y se mezclaron con 1980 ul de la solucion de ABTS*, se homogenizaron
suavemente y se leyd su absorbancia después de 5 min a 735 nm. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado. La capacidad antioxidante de los extractos se

expreso en mmol Equiv Trolox/ g de proteina.

4 Optimizacion del proceso de FES para obtener valores de grado de
hidrélisis, proteina soluble y actividad antioxidante altos en harinas de

garbanzo

a Diseno experimental

Para determinar las condiciones oOptimas para la produccion de harina de
tempe de garbanzo a través del proceso de FES, se utilizé la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) y un disefio central compuesto rotable (DCCR). Datos
de la literatura y ensayos preliminares se tomaron en cuenta para seleccionar el
numero y los niveles de variacion de las variables de proceso en el diseno
experimental, se utilizaron temperaturas de 22-45°C y tiempos de 6 a 132 h (Reyes-
Moreno y col 2004; Guzman-Uriarte y col 2013; Sanchez-Magana y col 2014;
Rochin-Medina y col 2015). Se utilizd un disefio central compuesto rotable (DCCR),
con dos factores [temperatura de fermentacién (TF, 22 — 45°C), tiempo de
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fermentacién (tF, 6 — 132 h)] y cinco niveles de variacién. Los experimentos
individuales fueron llevados a cabo en orden aleatorio. Se asumié un modelo de
regresion cuadratico para predecir las variables de respuesta (Y). Se desarrollaron

modelos de prediccidn para cada una de las variables de respuesta.

2 2 1 2
Ye = Bro + Z BriXi + Zﬁkiixiz + 2 Z BrijXiX; + €
im1 im1

i=1 j=1+1

Donde Y; es el valor predicho de la variable de respuesta considerada (GH, PS
y AAox), X1 y X2 son los valores de TF y tF, respectivamente, BkO es el valor del
intercepto, Bki es un coeficiente linear, Bkij es un coeficiente de interaccion y BKkii es
un coeficiente cuadratico. Aplicando un analisis de regresion, los términos no
significativos (p > 0.1) fueron eliminados del polinomio de segundo orden y un nuevo
polinomio fue recalculado, obteniendo un modelo de prediccion para cada variable de
respuesta (GH, PS, AAox). Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando

Design Expert Software(Version7.0.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA).
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b Optimizacién del proceso de fermentacion en estado solido

Se aplicdé el método convencional grafico como técnica de optimizacion, para
obtener los valores maximos de grado de hidrolisis, proteina soluble y actividad
antioxidante, fueron utilizados los modelos de prediccibn para representar
graficamente dichas respuestas. Las graficas de contorno de las variables de
proceso fueron usadas para la aplicacion de la metodologia de superposicion de
superficies, para obtener una grafica de contorno; para la observacién y seleccion de
la mejor combinacion (regién 6ptima) de las variables de proceso Temperatura de
fermentacién (TF) y tiempo de fermentacién (tF). Se utilizd el software Design
Expert.

5 Simulacidén gastrica del extracto acuoso proteinico

Se realizé una simulacion gastrica de los extractos acuosos proteinicos (EAP) de
la HGB optimizada, con la finalidad de conocer la supervivencia de los péptidos tras
la hidrdlisis enzimatica de las enzimas gastrointestinales (pepsina y pancreatina)
siguiendo la metodologia de (You y col 2010) con algunas modificaciones. Se
tomaron 20 mL del EAP, se ajusté el pH a 2.0 con 1 M HCL. Posteriormente se
agrego pepsina (4% del porcentaje de proteina en la muestra) a 37°C en agitacion
durante 90 min, al transcurrir este tiempo se ajusté el pH a 7.5 usando 1 M NaOH, se
agrego pancreatina (4% de la proteina de la muestra), y se mantuvo en agitacion
durante 4 horas a 37°C. La actividad enzimatica fue detenida suspendiendo la
muestra en agua a 100°C por 15 min. La muestra hidrolizada fue centrifugada a
10000 g por 20 min (Thermo Scientific, E.U.A.). El sobrenadante fue recuperado y

almacenado a -20°C para su posterior analisis.
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6 Evaluacioén in vitro de la actividad antioxidante de los hidrolizados
proteinicos
La actividad antioxidante de los hidrolizados de proteina de garbanzo

bioprocesado se evaluo segun lo descrito en el apartado VIl.3.c.

7 Evaluacioén in vitro de la actividad inhibitoria de los hidrolizados
proteinicos

La actividad inhibitoria de la ECA se determin6 por medio del ACE KitWST kit
assay (Shimamura y col 2007). El cual consistié en: afadir 20uL de la muestra en
una microplaca y 20 uL de blanco 1 y blanco 2, posteriormente se afadira 20 yL de
tampdn de sustrato a cada pocillo, 20 yL de agua desionizada al blanco 2, afadir 20
ML de la solucion de la enzima a cada pocillo que contenga muestra y al blanco
1(utilizar pipeta multicanal de preferencia), se incubara 1 hora a 37°C , afiadir 200 L
del indicador a cada pocillo, incubar a temperatura ambiente durante 10 min, leer la
absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas. La actividad inhibitoria de la

ECA se calculara mediante la siguiente ecuacion:

La actividad inhibidora de la ECA (tasa de inhibicion%) = [(A Blanco 1 - Una muestra)

/ (A Blanco 1 - 2 en blanco)] X 100

8 Electroforesis (SDS-PAGE)

Los péptidos obtenidos tras la hidrdlisis del extracto acuoso proteinico fueron
caracterizados por electroforesis Tricina SDS-PAGE utilizando la metodologia
descrita por (Haider y col 2012). Se utilizaron geles Mini-Protean Tris-Tricine Precast

Gels (Bio-Rad, Hércules CA, USA) con un rango de 10-20%. Se inyectaron 60 yL de
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proteina soluble en cada pozo, tomando una concentracion 1:1 con el buffer de
muestra Tricine SDS (Novex, Invitrogen, USA). Para el buffer de corrida se utilizaron
los siguientes reactivos: 25 mM Tris (3.03 g), 25 mM tricina (4.5 g), 0.05% (w/v) SDS
(0.5 g) en un litro de agua desionizada. Se utilizé un estandar de bajo peso molecular
(Spectra multicolor low range protein ladder, Thermo Scietific, USA) con un rango de
2 kDa a 40 kDa. La corrida se desarrollé durante 120 min con un voltaje constante de
110 V. Posteriormente los geles se retiraron y se les agrego Simple Blue SafeStain
(azul de Coomasie) toda la noche para colorear las bandas y poder tomar una mejor
imagen. Después del reposo toda la noche, se lavaron 3 veces con agua cada 5
minutos y se tomo la fotografia utilizando el programa Gel Logic Carestream 4000

Pro (Eastman Kodak Co., New Haven, CT).

9 Fraccionamiento por cromatégrafo Flash

Para la separacion de los compuestos del EAP, los extractos se sometieron a
cromatografia flash en columna C18, empleando como fase A agua destilada, 5%
metanol, 0.2% acido formico y como fase B metanol con incrementos de polaridad.10
Las fracciones recolectadas por el cromatografo flash que mostraron diferente
espectro fueron analizadas por cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa
(RP-HPLC). Los péptidos fueron eluidos con la fase A (acetonitrilo) y fase B (H20).
Se inyectaron 50 yL de muestra. Se corrié a una temperatura de 30 °C con un rango

de flujo de 1 mL/min. La absorbancia se llevo a cabo entre 190 a 600 nm.

10 Caracterizacion por TOF LC/MS
Las muestras hidrolizadas fueron inyectadas (5 pL) en un espectrometro de

masas Infinitely better (Agilent Technologies, USA). Se utilizé un gradiente de 99.9 %
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H2O y 0.1% &cido férmico (solvente A) y 99.9% de acetonitrilo y 0.1% acido formico
(solvente B) con un flujo de 50% A y 50% B. La elucién de los péptidos se analiz6
por un detector TOF 6230 (Agilent Technologies, USA) a una longitud de onda de
280 nm. La ionizacion por electrospray fue operada en modo positivo. La presion del
nebulizador fue de 30 PSI, con un flujo de gas de 4 L/min a una temperatura de
200°C. El fragmentador tuvo un voltaje de 170 V y el potencial de skimmer fue 50 V.

Los datos fueron recogidos en un rango de m/z 100 a 3200.

11 Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos para HGBO se analizaron estadisticamente con un
analisis de varianza (ANOVA) de una sola via y las medias de los resultados se
compararon con la prueba LSD de Fisher, con un nivel de significancia de < 0.05

(Statgraphics-Plus 6.0).
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VIlIl. RESULTADOS
A. Condiciones éptimas de fermentacion en estado sélido para producir harina

de garbanzo bioprocesada.

En el Cuadro 6 se muestran las diferentes combinaciones de variables del
proceso de fermentacion en estado sdlido [temperatura de fermentacion (TF) y
tiempo de fermentacién (tF)] utilizadas para la produccién de harinas de garbanzo
bioprocesado (HGB), y los valores experimentales de las variables de respuesta
[grado de hidrdlisis (GH) proteina soluble (PS), Actividad antioxidante (AAox)]

evaluadas a las HGB.

1. Modelos experimentales de prediccion

A partir de los datos experimentales de GH, PS y AAox de las HGB mostrados
en el Cuadro 6 se obtuvieron modelos de prediccién, como resultado de ajustar el
polinomio: Yi=Bo + B1X1 + B2X2 + B12X1X2 + B11X12 + B22X2, que relaciona las variables
de respuesta (GH, PS y AAox) evaluadas a las HGB, con las variables del proceso
de FES (TF y tF). A estos modelos de prediccion se les probd su idoneidad y ajuste
por analisis de varianza (ANOVA) (Cuadro 7). Un buen modelo de prediccion debe
tener una R? ajustada (coeficiente de determinacion) < 0.80, un nivel de significancia
de p<0.05, un coeficiente de varianza (CV) < 10%, y prueba de falta de ajuste
>0.1(Meyers y Montgomery, 2002).Todos estos parametros fueron usados para

decidir el nivel de satisfaccion del modelo.
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Cuadro 6. Diseno experimental1 empleado para obtener diferentes combinaciones
de temperatura y tiempo de fermentacion en estado sélido (TF, tF) para la produccién
de harinas de garbanzo bioprocesado (HGB), y resultados experimentales de las

variables de respuesta (GH, PS y AAox).

Variables del Variables de respuesta
proceso
Tratamiento? Grado de Proteina AAox
TF(°C) tF (h) hidrélisis soluble (ymol ET/ mg de
(%) (mg/mL) proteina)
1 335 69.05 27.26 4.20 421.76
2 335 69.05 26.99 4.31 483.30
3 25.4 24.5 14.25 1.20 251.60
4 335 69.05 26.24 4.56 506.72
5 335 69.05 24.77 3.98 539.43
6 335 6.04 16.23 0.80 346.90
7 25.4 113.6 33.33 5.60 216.08
8 41.6 113.6 35.65 4.77 374.30
9 335 69.05 25.91 4.56 465.62
10 41.6 24.5 19.68 2.15 258.39
11 22.04 69.05 19.89 3.70 53.63
12 44.95 69.05 26.43 3.105 184.74
13 335 132.05 39.26 5.91 445.56

' Disefio central compuesto rotable con dos factores y cinco niveles; 13 tratamientos.
2 No corresponde al orden de procesamiento.

3GH = Grado de hidrélisis; PS = Proteina soluble; AAox = Actividad antioxidante
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Cuadro 7. Coeficientes de regresion y analisis de varianza de los modelos experimentales de prediccion que muestran la
relacion entre las variables de respuesta (GH, PS y AAox) y variables de proceso (TF, tF) para la produccion de harinas

de garbanzo bioprocesado (HGB).

Coeficientes Grado de hidrolisis Proteina soluble AAoOX
Codificado Sin codificar Codificado Sin codificar Codificado Sin codificar

Intercepto

Bo +26.24 -18.80259 4.33 -9.69485 483.37 -2632.2274

Lineal

B4 +2.12%** +1.76298*** -0.092 NS +0.53082 NS 43.80** 179.67284**

B2 +8.45%** +0.13239*** +1.78*** +0.11406*** 27.49* -0.16825*

Cuadratico

B4 -1.47*** -0.022400*** -0.45*** -6.82061E-003***  -177.74***  -2.70909***

B2z +0.82* +4 15072E-004* -0.47*** -2.37021E-004***  -39.22** -0.019763**

Interaccion NS NS

B2 -0.45*** -1.23357E-003*** 37.86* 0.10491*

P modelo < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001

CV % 3.74 6.10 10.1

R? 0.9882 0.9874 0.9655

R? ajustada 0.9824 0.9784 0.9408

R? predicha 0.9717 0.9563 0.9225

* Nivel de significancia a p< 0.10,** Nivel de significancia a p< 0.05 *** Nivel de significancia a p< 0.01
NS= No significativo
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a. Grado de hidrolisis

Las HGB presentaron valores de GH entre 14.2% y 39.2% (Cuadro 6). En
todos los tratamientos de fermentacion, el GH del garbanzo aument6 como
consecuencia de la accion enzimatica del microorganismo. En el Cuadro 7 se
muestran la estimacidon de los coeficientes de regresidn y analisis de varianza del
modelo de prediccién para GH de las HGB, el cual muestra la relacion entre esta
variable de respuesta y las variables del proceso de fermentacion (TF y tF). El
analisis de varianza mostré un modelo cuadratico significativo (p < 0.0001) para GH.
Este analisis también mostré que el GH de las HGB fue significativamente
dependiente de los términos lineales de la temperatura de fermentacion (TF) y el
tiempo de fermentacién (tF), y los términos cuadraticos de temperatura de
fermentacion (TF?) y tiempo de fermentacion (tF?). Por otro lado, el término de
interaccion (TF*tF) no fue significativo. EI modelo de prediccion para el GH de las

HGB usando variables codificadas fue:
GH=26.24 + 2.12 TF + 8.45 tF - 1.47 TF? + 0.82 tF?
El modelo de prediccion para el GH de las HGB usando variables no codificadas fue:
GH=-18.80259 + 1.76298 TF + 0.13239 tF - 0.022400 TF? + 4.15072E-00 tF>

Este modelo de prediccion explicod el 98.8% de la variabilidad total (< 0.0001)
de los valores de GH de las HGB. El coeficiente de determinacién R? ajustada del
modelo fue 0.98 y la falta de ajuste no fue significativa (P=0.53). Ademas, la

dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos

80



con el modelo (CV) fue de 3.74%. Estos valores indican que el modelo experimental

para el GH de las HGB fue adecuado y reproducible.

A partir de los modelos matematicos de prediccion, se construyeron graficos
de superficie de respuesta y de contorno (Figura 5) en ellos se observa el efecto de
las variables del proceso de fermentacion TF y tF sobre el GH de las HGB. Ambas
variables de proceso (TF, tF) tuvieron un efecto significativo en el comportamiento
del GH, tanto en sus términos lineales, como en los términos cuadraticos TF y tF. El
valor mas bajo de GH (14.2%) se localizé a una TF de 25.4°C y un tF de 24.5 h. En
las graficas se observa que el maximo valor de GH se tiene a TF de medias a altas
(33°-45°C) y a mayores tiempos (132 h) de fermentacion. Para la medicion del grado
de hidrdlisis, se utiliza una metodologia la cual permite medir la cantidad de nitrégeno
libre que existe en una muestra. Para el caso de nuestras muestras fermentadas, el
grado de hidrdlisis representa la cantidad de nitrégeno proteico libre que interacciona
con el reactivo acido tricloroacético (TCA), a su vez el TCA precipita las proteinas
grandes permitiendo cuantificar las que quedan suspendidas y considerarlas como
aquellas que fueron hidrolizadas por el hongo, como se puede observar en la Figura
5, el grado de hidrolisis fue aumentando durante todo el proceso. Este
comportamiento, ocurre por la sintesis enzimatica que lleva a cabo Rhizopus
oligosporus y a su vez, estas enzimas actuan sobre el sustrato (proteina de
garbanzo) como parte de su metabolismo. Se ha reportado que Rhizopus
oligosporus es un hongo mesdfilo, el cual se desarrolla mejor a temperaturas de 35 a
37°C (Jin y col., 1999), por lo tanto bajo estas condiciones la capacidad proteolitica

del hongo incrementa, dando como resultado un mayor GH. Ademas se observo que,
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Figura 5. Graficas de superficie de respuesta (A) y contornos (B) mostrando el efecto
de las variables de proceso de fermentacion [TF: temperatura de fermentacion (°C),
tF: tiempo de fermentacion (h)] sobre el GH (%) de las harinas de garbanzo
bioprocesado (HGB).
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al aumentar el tF, hay un incremento en el GH de la HGB. Este mismo
comportamiento ha sido reportado por diversos investigadores, como (De Reu y col
1994), quienes evaluaron el GH de soya durante la FES a diferentes temperaturas
(25, 30 y 37°C) por 70 h de proceso, encontrando que a temperaturas de 30 y 37°C
el GH fue superior que a 25°C, concluyendo que este efecto se debe a que el hongo
se desarrolla mejor bajo a temperaturas de 30 y 37°C y la produccion de proteasas

es mayor lo que ocasiona el incremento de la hidrolisis de proteinas.

Al aumentar el tF, hay un incremento en el GH de la HGB. Este mismo
comportamiento ha sido reportado por diversos investigadores, como (De Reu y col
1994), quienes evaluaron el GH de la soya durante la FES a diferentes temperaturas
(25, 30 y 37°C) por 70 h de proceso, encontrando que a temperaturas de 30 y 37°C
el GH fue superior que a 25°C, reportando que este efecto se pudo deber que bajo a
temperaturas de 30 y 37°C el hongo crece en mejores condiciones y la produccion de

proteasas es mayor lo que ocasiona el incremento de la hidralisis.

Por su parte, Jia y col. (2013), evaluaron el grado de hidrodlisis de la soya
mediante FES utilizando como inoculo Bacillus subtilis (BS-GA15) a una temperatura
de 30°C, durante 48 y 60 h, encontrando un GH de 12.91% y 13.14%,
respectivamente. Estos resultados permitieron concluir una relacion directa entre GH
y el tiempo de proceso, conforme aumenta el tiempo de fermentacion también
aumenta el GH. Por otro lado, Sanjukta y col. (2015) observaron esta respuesta en
soya fermentada con Bacillus subtilis (MTCC 5480 y MTCC 1747) encontrando un
maximo GH de 44.89% a una temperatura de 42°C por 24 horas. Tanto Jia y col

(2013) como Sanjukta y col. (2015) concluyeron que el GH depende del
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microorganismo involucrado en el proceso, el cual necesita de condiciones
adecuadas para su crecimiento y de este modo incrementar su capacidad

proteolitica, entre las que destacan temperatura, humedad y pH del sustrato.
b. Proteina soluble

Los EAP presentaron valores de PS entre 0.80 y 5.91 mg/mL (Cuadro 6). Esta
respuesta fue en aumento conforme aumentaba el tiempo de proceso ya que el
tratamiento con mayor tiempo (33°C/132h) presento una cantidad de PS de 5.91
mg/mL, mientras que el menor tiempo de fermentacion (33°C/6h) tuvo un valor de
0.80 mg/mL. En el Cuadro 7 se muestra la estimacion de los coeficientes de
regresion y analisis de varianza del modelo de prediccion para la PS de los EAP, el
cual muestra la relacion entre esta variable de respuesta y las variables del proceso
de fermentacion (TF y tF). El analisis de varianza mostr6 un modelo cuadratico
significativo (p< 0.0001) para PS. Este analisis también mostré que el contenido de
PS de los EAP fue significativamente dependiente de los términos lineales de la
temperatura de fermentacién (TF) y el tiempo de fermentacién (tF), el término de
interaccion (TF*F) y los términos cuadraticos Temperatura de fermentacion (TF?) y
tiempo de fermentacién (tF2). EI modelo de prediccion para el contenido de PS de los

EAP usando variables codificadas fue:
PS=4.33 — 0.092 TF + 1.78 tF — 0.45 TF*tF — 0.45 TF2 — 0.47 tF2

El modelo de prediccién para el contenido de PS de los EAP usando variables no

codificadas fue:
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PS=-9.69485 + 0.53082 TF + 0.11406 tF — 1.23357E-003 TF*tF — 6.82061E-003

TF? — 2.37021E-004 tF?

Este modelo de prediccion explico el 98.7 % de la variabilidad total (p<0.0001)
de los valores de PS de los EAP. El coeficiente de determinacion R? ajustada del
modelo fue 0.978 y la falta de ajuste fue no significativa (0.60). Ademas, la dispersion
relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos con el
modelo (CV) fue de 6.10%. Estos valores indican que el modelo experimental para el

contenido de PS de las EAP fue adecuado y reproducible.

A partir de los modelos matematicos de prediccidon se construyeron graficos de
superficie de respuesta y de contorno (Figura 6) en los cuales se observa el efecto
de las variables del proceso de fermentacion TF y tF sobre el contenido de PS de los
EAP. En los graficos se observa que ambas variables de proceso (TF y tF) tuvieron

un efecto significativo en el comportamiento de PS.

El valor de PS mas bajo (0.80 mg/mL) se localizé a una TF de 33°C y un tF de
6 h en cambio la mayor concentracién de PS fue a la misma temperatura pero a
mayores tiempos de fermentacién (132 h= 5.91mg/mL), esto demuestra que la
cantidad de PS podria depender del tiempo pero a temperaturas medias a altas, ya
que bajo estas condiciones el hongo crece rapidamente, mostrando altas
capacidades proteoliticas (Steinkraus y col 1983). lkasari y col. reportaron que la
produccion de proteasas del microorganismo depende del tipo de sustrato, ya que
ellos evaluaron la produccion de proteasas de Rhizopus oligosporus en el arroz y en

trigo, encontrando que en el arroz la mayor produccion se obtenia a las 72 h mientras
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Figura 6. Graficas de superficie de respuesta (A) y contornos (B) mostrando el efecto
de las variables de proceso de fermentacion [TF: temperatura de fermentacion (°C),
tF: tiempo de fermentacién (h)] sobre la PS (mg/mL) en los extractos acuosos

proteinicos (EAP).
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que en el trigo se observé a las 58 h a una temperatura de 37°C (lkasari y Mitchell

1994).

Silva Canedo y col. (2016) observaron que tras fermentar cebada con
Rhizopus se incrementd el valor de PS de 10 al 16%. En todos los tratamientos de
fermentacidn realizados en el presente trabajo el contenido de PS incrementd con
respecto al grano de garbanzo sometido a coccion, el cual es equivalente a un
tiempo de fermentacién igual a 0 h y cuyo contenido de PS es igual a 0.93 mg/mL. La
disminucién en PS por efecto de la coccion podria deberse al aglomeramiento de las
proteinas y con ello la disminucion drastica de su solubilidad (Elkhalifa y col 2006).
Este comportamiento también fue reportado por Tahir (2015) quien evaluo la calidad
nutricional de harina de sorgo fermentada y harina de soya, encontrando que, tras el
proceso de coccidn, la fraccion proteica soluble en agua disminuye su valor hasta en
un 74% (Tahir 2015). Aunque la FES fue un método efectivo para incrementar el
contenido de PS en granos de garbanzo sometido a la etapa previa de coccidn,
ninguno de los tratamientos empleados logré alcanzar la solubilidad de proteina que

presenta el grano crudo (8.39 mg/mL).

c. Actividad antioxidante

Los EAP presentaron valores de AAox entre 53.63 y 539.43mmol ET/ mg de
proteina (Cuadro 6). En el Cuadro 7 se muestran la estimaciéon de los coeficientes
de regresién y analisis de varianza del modelo de prediccion para la AAox de los
EAP, el cual muestra la relacion entre esta variable de respuesta y las variables del

proceso de fermentacion (TF y tF). El analisis de varianza mostr6 un modelo
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cuadratico significativo (p < 0.0001) para AAox. Este analisis también mostré que el
GH de los EAP fue significativamente dependiente de los términos lineales de la
temperatura de fermentacién (TF) y el tiempo de fermentaciéon (tF), el término de
interaccion (TF*tF) y los término cuadraticos de temperatura de fermentacion (TF?) y
tiempo de fermentacion (tF%). El modelo de prediccion para la AAox de los EAP

usando variables codificadas fue:
AAox = 483.37 + 43.80 TF + 27.49 tF + 37.86 TF*tF — 177.74 TF? — 39.22 tF?

El modelo de prediccion para la AAox de los EAP usando variables no

codificadas fue:

AAox = - 2632.22740 + 179.67284 TF — 0.16825 tF + 0.10491 TF*tF — 2.70909 TF? —

0.019763 tF?

Este modelo de prediccion explicod el 96.55% de la variabilidad total (p<0.0001)
de los valores de la AAox de los EAP. El coeficiente de determinacion R? ajustada del
modelo fue 0.94 y la falta de ajuste fue no significativa (0.90). Ademas, la dispersion
relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos con el
modelo (CV) fue de 10%. Estos valores indican que el modelo experimental para el

contenido de AAox de los EAP fue adecuado y reproducible.

A partir de los modelos matematicos de prediccidn se construyeron graficos de
superficie de respuesta y de contorno (Figura 7) en los cuales se observa el efecto
de las variables del proceso de fermentacién TF y tF sobre la AAox de los EAP. En
los graficos se observa que ambas variables de proceso (TF y tF) tuvieron un efecto
significativo en el comportamiento de AAox. El valor de AAox mas bajo (53.63 umol
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Figura 7. Graficas de superficie de respuesta (A) y contornos (B) mostrando el efecto
de las variables de proceso de fermentacion [TF: temperatura de fermentacion (°C),
tF: tiempo de fermentacién (h)] sobre la AAox (umol ET/m g de proteina) de los

extractos acuosos proteinicos (EAP).
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ET/mg de proteina) se localizé a una TF de 22°C y un tF de 69 h. Se observa una
mayor AAox a TF de 33°C y un tF de 69 h, este comportamiento podria deberse a
que a estas condiciones, tanto de temperatura como de tiempo, se producen
péptidos con dicha actividad debido a la actividad proteolitica del hongo vy, al
transcurrir el tiempo hasta 132 h, los péptidos previamente generados podrian ser
hidrolizados y perder la actividad. Watanabe y col (2007) sugirieron que la AAox en
la fraccion soluble en agua de tempe fermentada con Rhizopus puede ser atribuida a
los aminoacidos y péptidos generados durante la fermentacién. Un comportamiento
similar ha sido reportado por Zhu y col. quienes evaluaron la AAox de un
subproducto de la soya (okara) fermentado con Bacillus subtilis (B2), encontrando
que tras 48 horas de fermentacion se presentd un incremento de la AAox,
atribuyendo esta actividad a los péptidos y aminoacidos libres que pudieron haber
sido producidos tras la hidrélisis de proteinas de la soya por las proteasas generadas

por el hongo (Zhu y col 2008).

La AAox incremento en comparacién con el tratamiento crudo (172.3 umol
ET/mg de proteina) esto se pudo deber a los péptidos generados durante el proceso
con dicha actividad, en general, los 20 aminoacidos presentes en las proteinas
pueden reaccionar con radicales libres si la energia de éstos es alta (por ejemplo
radicales hidroxilo). Los mas reactivos incluyen los azufrados (Met y Cis), los
aromaticos (Trp, Tir y Fen) y los que contienen anillo imidazol como la His (Sarmadi y

Ismail 2010; Samaranayaka y Li-Chan 2011).
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2. Optimizacion del proceso de fermentacion en estado solido

La sobreposicion de las graficas de contorno permitié construir la Figura 8, la
cual se utilizd6 para la observacion y seleccion de la mejor combinacion de las
variables de proceso de fermentacion en estado sélido para la produccién de harina
de garbanzo bioprocesada con un alto GH, valores maximos de PS soluble y
actividad antioxidante. Los puntos centrales de la region de optimizacion en la Figura
8 muestran la combinacion optima de las variables de proceso, Temperatura y
tiempo de fermentacion, TF=34.5°C, tF=113 h, para las cuales se predice un grado
de hidrdlisis de 35.52%, proteina soluble igual a 5.55 mg/mL y una actividad

antioxidante de 479.58 umol ET/ mg de proteina.
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B Actividad antioxidante in vitro de los péptidos generados después

de la simulacién gastrointestinal

La digestion de las proteinas en humanos se puede dividir en dos procesos, uno
dentro del estbmago y otro en el intestino delgado. Dentro del estbmago se debe a la
accion de la pepsina y los acidos que se encuentran en él, los que rompen los
péptidos y las proteinas en cadenas de aminoacidos (Rivas 2014), posteriormente la
digestion duodenal empieza en el intestino delgado, donde las proteinas son
degradadas por enzimas proteoliticas y pancreatina (Cardenas Hidalgo 2016). Los
péptidos generados usando estas proteasas (pepsina y pancreatina) pueden
parecerse a los generados durante la digestion de proteinas de garbanzo o tempe de
garbanzo en el organismo. Estos péptidos podrian ser absorbidos intactos y

favorecer la actividad antioxidante.

En la Figura 9.a se puede observar el efecto de la digestion gastrointestinal con
pepsina y pancreatina sobre la actividad antioxidante en el extracto acuoso proteinico
(EAP) procesado por FES teniendo un valor inicial de 723.17 uymolET/mg de
proteina. Durante la hidrdlisis con pepsina (1.5 h) se obtuvo 737.32 umolET/mg de
proteina, no se observaron diferencias significativas con el tiempo inicial, mientras
que al finalizar la hidrdlisis (pancreatina 5.5 h) el resultado fue de 755.67 generando
un incremento del 4.4% sobre el tiempo inicial (723.17 ymolET/mg de proteina) lo
que indica al someter el EAP procesado por FES a condiciones de digestion

gastrointestinal podria generarse nuevos péptidos con mayor actividad antioxidante.

Por otro lado en la Figura 9.b se puede comparar el efecto de la hidrdlisis sobre

los EAP de los tratamientos crudo y fermentado. Se observé que al someter al EAP
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Figura 9. Actividad antioxidante de los EAP hidrolizados FES (A), crudo vs FES (B)
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del grano crudo a condiciones de digestion gastrointestinal la actividad antioxidante
fue en incremento conforme transcurria el tiempo de hidrdlisis, teniendo como valor
inicial 271.22 ymolET/mg de proteina (tiempo 0) y 805.04 ymolET/mg de proteina al
finalizar el proceso con pancreatina (5.5 h). Este incremento, 297% con respecto al
valor inicial, puede ser atribuido a la generacién de péptidos y/o liberacion de
aminoacidos libres durante la simulacion gastrointestinal. Por su parte, el EAP del
tratamiento fermentado bajo condiciones Optimas solo mostré diferencia significativa
con respecto al EAP del grano crudo al tiempo O de hidrdlisis. Al comparar el
comportamiento de ambos tratamientos durante la simulacién gastrointestinal se
observa que mientras la AAox del EAP del grano crudo aumenta durante este
proceso, la  AAox del EAP del tratamiento fermentado se mantiene, solo se
observa un aumento de la AAox a las cinco horas de la hidrdlisis, sin embargo a las
cinco horas y media (tiempo final de hidrdlisis) hay una disminuciéon de dicha
actividad, posiblemente se generaron péptidos con mayor actividad y al finalizar el

proceso estos desaparecieron.

Al finalizar la simulacién gastrica con ambos tratamientos crudo y procesado, se
tiene que su AAox tiene valores de 805.04 y 788.11 uymolET/mg de proteina
respectivamente, dentro de los cuales no se observa diferencia significativa, sin
embargo, a pesar que la actividad antioxidante no tuvo diferencias significativas, esto
no indica que el resultado de ambos sea el mismo, es decir, posiblemente los
péptidos obtenidos en cada uno de los tratamientos sean diferentes, es por ello que a
cada tratamiento se le realizé un analisis de masas para determinar los posibles

compuestos presentes.
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C Efecto antihipertensivo (Inhibicién de ECA, IC50), por proteina soluble de
garbanzo crudo, cocido y fermentada.

El efecto antihipertensivo a través de la inhibicién de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) se muestra en el Cuadro 8. Donde podemos encontrar que la
harina de garbanzo crudo mostré una inhibicion maxima de ECA del 94.61% con un
IC50 de 0.683 mg proteina/mL, mientras que el grano de garbanzo una vez que fue
sometido al proceso de coccidon mostré una actividad maxima de ECA de 85.75% con
un ICso de 0.15 mg proteina/mL y una vez que fue sometido al proceso de
fermentaciéon en estado solido con R oligosporus, la proteina soluble de garbanzo
mostré una inhibicion maxima de ECA de 96.1% con un ICsy de 0.096 mg
proteina/mL. El ICsp es medicion de la concentracion inhibitoria maxima media de la
efectividad de una sustancia o compuesto quimico que permite inhibir una funcion
biolégica o bioquimica especifica. Boschin y col (2014) reportaron una actividad
inhibitoria maxima de ECA a partir de hidrolizados de garbanzo de 86% con un ICsg
de 0.63 mg proteina/mL. Ademas, concluyeron que comparar los resultados con los
publicados en otras investigaciones es dificil, ya que cada grupo de investigacion

utiliza diferentes protocolos experimentales (Boschin y col 2014).

Ademas, podemos observar que la proteina soluble de garbanzo una vez que
fue sometida al proceso de hidrdlisis con pepsina y pancreatina mostré una
inhibicion maxima de ECA del 94.50% con un ICsy de 0.379 mg proteina/mL,
mientras que el grano de garbanzo una vez que fue sometido al proceso de coccion-
hidrolisis mostré una actividad maxima de ECA de 89.28% con un IC5y de 0.059 mg

proteina/mL y una vez que fue sometido al proceso de fermentacion en estado
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Cuadro 8. Efecto antihipertensivo (Inhibicién de ECA, ICs), por proteina soluble de

garbanzo crudo, cocido y fermentada.

Sin hidrolizar MAX Hidrolizado* MAX
Muestra (mg inhibicion de (mg inhibicion de

proteina/mL) ECA (%) proteina/mL) ECA (%)
Garbanzo crudo 0.683 + 94.61 0.379 + 94.50
Garbanzo

0.150 + 85.75 0.059 + 89.28

cocido
GFO 0.096 + 96.1 0.066 + 90.56

e Hidrolizado durante 4 horas
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sélido- con R. oligosporus e hidrdlisis enzimatica, la proteina soluble de garbanzo
mostré una inhibicion maxima de ECA de 90.56% con un ICs, de 0.066 mg
proteina/mL. Comparar nuestros resultados con otras investigaciones es dificil, ya
que la mayoria de los péptidos estudiados en leguminosas se llevan a cabo en
granos sin procesar, sin embargo podemos destacar que el proceso de fermentacion
en estado sdlido (incluyendo la coccién) permite modificar el perfil de péptidos y
estos permitieron obtener valores de ICsp menores que los granos crudos y sin

hidrolizar.

Asi mismo, estas diferencias pueden explicarse por los diferentes protocolos
que se utilizan dentro de los grupos de investigacion y dentro de estos factores estan
involucrados factores como tipo de muestra y procedimiento de extraccion de la
proteina, diferencias en la composicion de mezcla de péptidos, cambios relacionados
con el proceso de digestion (enzima, pH, tiempo, temperatura, proporcion enzima
sustrato o los métodos analiticos utilizados para la determinacién inhibitoria de ECA

(Barbana y Boye 2010; Boschin y col 2014)

D Caracterizacion de proteina de garbanzo mediante electroforesis (SDS-
PAGE)

La distribucion del peso molecular de las proteinas del garbanzo crudo y
procesado por FES fue examinado por SDS-PAGE. En la Figura 10 se puede
apreciar el perfil electroforético de las proteinas de garbanzo crudo y las de garbanzo
procesado por FES, en condiciones no reductoras (lineas 2-4) y reductoras (lineas 5-

7), bajo estas condiciones se utilizé beta-mercaptoetanol el cual contribuye a
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Figura 10. Perfil electroforético SDS-PAGE de las harinas de garbanzo en
condiciones no reductoras (2-4) y reductoras (5-7). Linea 1: Marcador de peso
molecular; Linea 2: Harina de garbanzo crudo; Linea 3: Harina de garbanzo
procesado por FES por 6 h; Linea 4: Harina de garbanzo procesado optimizado
(34°C/113h). Linea 5: Harina de garbanzo crudo; Linea 6: Harina de garbanzo
procesado por FES por 6 h; Linea 7: Harina de garbanzo procesado optimizado

(34°C/113h).
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desnaturalizar las proteinas reduciendo los enlaces disulfuro, desplegando asi

algunas formas de plegamiento terciario y rompiendo la estructura cuaternaria.

Las globulinas 7S son proteinas cuyo peso molecular varia entre 150 a 190
kDa y estan constituidas por subunidades de 40- 70 kDa que pueden ser iguales o
diferentes (Casey y col 1993). Mientras que las globulinas 11S son oligdbmeros
hexaméricos cuyas subunidades interaccionan por enlaces no covalentes con un

peso molecular de 50-60 kDa (Plietz y col 1986).

En la Figura 10 se puede observar que las proteinas de mayor peso molecular
(81 kDa) desaparecen con la fermentacion, las subunidades 11S (46 kDa)
disminuyen, al igual sucede con las subunidades de Legumin B (26 kDa), sin
embargo, estas proteinas se encuentran en la totalidad de ambas harinas (crudo y
procesado) por lo que se realizé un analisis posterior para evaluar las proteinas o

péptidos que se encontraban en el extracto acuoso proteico (EAP).

En la Figura 11 se encuentra el perfil electroforético de los EAP crudo, cocido
y procesado, con sus respectivos tiempos de hidrélisis de simulacion gastrica. Se
puede observar que las proteinas solubles en agua del tratamiento crudo son las que
se observan en mayor cantidad con respecto a los otros dos tratamientos (cocido y
procesado), en cuanto al tratamiento cocido se aprecia la disminucién de las
proteinas en comparacion con el tratamiento crudo, debido a la aglomeracién de las

mismas que conlleva el proceso térmico impidiendo asi su solubilidad.
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Figura 11. Perfil electroforético tricina SDS-PAGE de hidrolizados proteinicos a una
concentracion de 60 ug/mL. Linea 1: marcador de peso molecular; Linea 2: EAP del
tratamiento control; Linea 3: EAP del tratamiento control hidrolizado con pepsina (90
min); Linea 4: EAP del tratamiento control hidrolizado con pepsina y pancreatina (330
min); Linea 5: EAP del tratamiento cocido; Linea 6: EAP del tratamiento cocido
hidrolizado con pepsina (90 min); Linea 7: EAP del tratamiento cocido hidrolizado con
pepsina y pancreatina (330 min); Linea 8: EAP del tratamiento procesado por FES;
Linea 9: EAP por FES hidrolizado con pepsina (90 min); Linea 10; EAP por FES

hidrolizado con pepsina y pancreatina (330 min).
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La simulaciéon gastrointestinal se llevé a cabo en dos fases. Una gastrica a pH
2.0, ya que simula el pH del estémago de un adulto sano, durante esta primera fase
se utilizé pepsina la cual hidroliza los enlaces en los que intervienen aminoacidos
aromaticos, aunque también lo hace donde hay metionina y leucina. El producto de la
catalisis de esta enzima son péptidos de tamano variable y algunos aminoacidos
libres. En la segunda fase se llevé a cabo la simulacién de la digestiéon duodenal
donde las proteinas son degradadas por enzimas proteoliticas y pancreatina a pH de
7.5. La pancreatina es una mezcla de enzimas, que incluye la quimotripsina y
tripsina, la primera hidroliza enlaces peptidicos que contiene grupos carbonilo de
aminoacidos aromaticos, mientras que la segunda hidroliza enlaces en los que

intervienen arginina vy lisina.

En el gel de la Figura 11 se puede observar la disminucion de las proteinas
conforme transcurre la simulacion gastrica para ambos tratamientos, esperando que
al finalizar el proceso de hidrdlisis el resultado sea la obtencion de péptidos. Los
ultimos carriles pertenecen al tratamiento procesado por FES, se aprecia que aun
sin ser sometido a la simulacién gastrica no hay ninguna banda por lo que se espera

solo tener péptidos de muy bajo peso molecular, o bien, aminoacidos libres.

Las proteinas de reserva presentes en el garbanzo se pueden dividir en
globulinas (56%), albuminas (12%), Prolaminas (2.8%) y glutelinas (18.1%)
(Salunkhe y Kadam, 1989), sin embargo por ser un extracto soluble en agua se
espera que la mayoria de las proteinas presentes sean albuminas y parte de
globulinas, ya que algunas de estas ultimas pueden ser extraidas con agua. Esto se

puede comprobar en el gel de la Figura 12 donde se encuentran bandas de pesos
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Figura 12. Perfil electroforético SDS-PAGE del EAP procesado por FES. Linea 1:
marcador de peso molecular; Linea 2: EAP de FES; Linea 3: EAP de FES hidrolizado

con pepsina (90 min); Linea 4: EAP de FES hidrolizado con pepsina y pancreatina

(330 min).
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moleculares comprendidas entre 14 y 66 kDa. Las albuminas se presentan como
una banda de bajo peso molecular <14,4 kDa, mientras que las proteinas con peso
molecular entre 33-36 kDa corresponden a la subunidad acida de las 11S globulinas.
Por otro lado, las proteinas con peso molecular entre 20-22 de kDa corresponden a
la unidad basica de las 11S globulinas, mientras que las proteinas con 60 kDa

correspondiente a la globulina 7S (Abugoch y col 2008).

La linea 2 del mismo gel (Figura 12) corresponde al EAP sometido a
simulacién gastrica con pepsina, en donde se observa una disminucién de las
proteinas, sin embargo, se observa una nueva banda con un peso aproximado de 45
kDa la cual puede corresponder a la pepsina restante de la hidrdlisis. Por ultimo, en
la linea 3 se tiene el EAP hidrolizado con pepsina y pancreatina, en la cual se
observa una disminucion considerable de proteinas, esto se debe a la accion de las
enzimas las cuales degradaron las proteinas presentes en el extracto en péptidos

pequeios o aminoacidos libres.

E Caracterizacion de los EAP hidrolizados por TOF LC/MS

En el Cuadro 9 y Figuras 13, 14, y 15 se muestran las masas obtenidas para las
muestras obtenidas de harinas de garbanzo procesado y sin fermentar, asi como los
péptidos de proteina obtenidos de la simulacion gastrica. En las Figuras 13, 14 y 15
de manera general podemos observar que las muestras tienen diferentes patrones
de masas. Las masas de los compuestos presentes en los extractos crudo, FES y
FES hidrolizado por 5.5 h; se realizdé una busqueda en la base de datos BIOPEP y en

la literatura reportada, para poder predecir los posibles péptidos y/o secuencias que
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Figura 13. Espectro LC/MS del EAP del tratamiento crudo.

Las lineas que se muestran en rojo son masas de péptidos que se han reportado en
la literatura, la masas 327.2957 y 402.4350 pudieran corresponder a los péptidos
DHG y VGDI respectivamente, ambos han sido reportado con actividad antioxidante,

tomado de la base de datos BIOPEP.
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Figura 14. Espectro LC/MS del EAP del tratamiento procesado por FES.

Las lineas que se muestran en rojo son masas de péptidos de garbanzo que se han
reportado en la literatura, la masas 327.2811 y 457.2077 pudieran corresponder a
los péptidos DHG y HGDE respectivamente, ambos han sido reportado con actividad

antioxidante, tomado de la base de datos BIOPEP y (Torres-Fuentes y col 2015).
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Figura 15. Espectro LC/MS del EAP del tratamiento procesado por FES e hidrolizado

por 5.5 h.

Las lineas que se muestran en rojo son masas de peéptidos de garbanzo que se han
reportado en la literatura, la masas 364.3348 y 457.2086 pudieran corresponder a
los péptidos AHH y HGDE respectivamente, ambos han sido reportado con actividad

antioxidante, tomado de (Torres-Fuentes y col 2015).
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Cuadro 9. Masas obtenidas por espectrometria de los diferentes tratamientos.

Tratamiento
EAP Crudo EAP FES EAP FES
hidrolizado

102.12881 120.08166 102.12882

175.12021 274.27585 175.12003

327.29571799 318.30207 203.05399

lon (m/z) 365.10784 327.281146071246 274.27593

402.435076761805 362.32840 318.30238

437.19718 406.35541 365.10824
541.17789 457.20778844279  364.334880668565
689.21510 457.208628748686

527.16125

Identificacion de masas de posibles péptidos presentes en los EAP, se presentan las

masas mas abundantes arrojadas por el espectrometro de masas.
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se obtuvieron y relacionar esas masas con bioactividades reportadas en la literatura

para proteina de garbanzo procesado y sin procesar.

En el tratamiento crudo se encontraron ocho masas en un rango de 102.12 —
689.2151 m/z mas abundantes entre las cuales, dos de ellas se encontraron en la
base de datos BIOPEP (327.2957 y 402.4350) a las cuales se les ha asociado con
péptidos de garbanzo y una actividad antioxidante con secuencias de Asp-His-Gly y

Val-Gly-Asp-lle respectivamente.

Por otro lado en el tratamiento procesado por FES (Figura 14) se pudo observar
un rango de masas de 120.0816 — 457.2077, observando que dos sefales con
masas de 327.2811 y 457.2077 se han reportado en la base de datos BIOPEP con
que presentan actividad antioxidante y estos péptidos se han reportado con
secuencias de aminoacidos Asp-His-Gly y His-Gly-Asp-Glu respectivamente, también
se analiz6 el EAP FES con 5.5 h de hidrdlisis, para estudiar el efecto de la hidrélisis
sobre la generacion de péptidos, en este tratamiento se encontraron las masas de
364.3348 y 457.1612 que corresponden a las secuencias de aminoacidos Ala-His-His
e His-Gly-Asp-Glu respectivamente reportados como péptidos antioxidantes por
Torres-Fuentes y col. (2015) quienes identificaron y caracterizaron péptidos
antioxidantes de hidrolizados de garbanzo (Torres-Fuentes y col 2015) sin procesar.
R oligosporus, es un microorganismo que sintetiza proteasas, las cuales ayudan a
romper las proteinas presentes en los granos que se utilizan durante el proceso de
fermentacién. En el presente estudio, podemos observar que el proceso de

Fermentacion en Estado Solido podria ser una herramienta, la cual podria facilitar el
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proceso de digestion de las proteinas de los granos. Lo cual ayudaria a obtener una

mezcla compleja de péptidos con actividades biolégicas especificas.

Durante el proceso de simulacion se utilizaron las enzimas pepsina y pancreatina.
La pepsina puede llevar a cabo rompimientos en aminoacidos aromaticos y donde
hay Met y Leu bajo condiciones acidas (pH 2), en cambio la pancreatina por ser un
conjunto de enzimas (quimotripsina y tripsina) posee una amplia especificidad de
corte siempre y cuando se encuentre a pH de 7.5. El proceso de FES, es un proceso
complejo donde estan involucrados una gran cantidad de enzimas que sintetiza el
hongo, por lo que es necesario llevar a cabo mas estudios para ver qué pasa con las
fracciones proteinas NO solubles, asi como también para conocer las secuencias y

bioactividad especifica de cada uno de los péptidos obtenidos.
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IX. CONCLUSIONES

. Se obtuvieron modelos matematicos de prediccion adecuados y reproducibles
[R? = 0.80, nivel de significancia p < 0.05, coeficiente de varianza (CV) < 10%,
prueba de falta de ajuste > 0.1] para cada una de las variables de respuesta
estudiadas (GH, PS y AAox).

. La mejor combinacién de variables de proceso de fermentacion es estado
sélido (Temperatura y tiempo de fermentacién) para la produccion de HGO
con valores altos de GH (35%), PS (5.3mg/mL) y AAox (5.18 umol ET/ mg
proteina) fue TF=34°C/tF=113 h.

. La FES incremento el GH (33%), en cuanto a la PS hubo una disminucién en
comparacién con el crudo (38%) y la AAox incremento 9 veces.

. El proceso de simulacion gastrica nos permitio conocer la supervivencia que
tienen los péptidos una vez consumidos y ser absorbidos por el tracto
gastrointestinal.

. La AAox de los péptidos en el extracto acuoso proteico sometidos a
simulacion gastrica incremento un 4.4% en comparacion con el tiempo 0 de
hidrdlisis.

. El proceso de FES permite obtener péptidos de garbanzo con potencial

nutracéutico.
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