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| RESUMEN

El estrés oxidativo — definido como el desbalance entre la produccion de
radicales libres y las defensas antioxidantes — ha sido asociado con el desarrollo de
enfermedades cronico-degenerativas. Varios estudios han demostrado que la dieta y
algunos de sus componentes pueden influir en la intensidad del dafio causado por
estrés oxidativo. Algunos reportes afirman que la inclusién de leguminosas en la
dieta diaria tiene muchos efectos fisiolégicos benéficos en el control y la prevencion
de enfermedades cronico-degenerativas, tales como la hipertensién arterial, a través
de compuestos bioactivos tales como compuestos fendlicos y péptidos bioactivos
(que se obtienen tras la hidrolisis enzimatica de proteinas). La fermentacion en
estado sdlido (FES) ha sido reconocida como un bioproceso que incrementa el
contenido de compuestos bioactivos de semillas procesadas con hongos. Aun
cuando hay diversos estudios acerca del efecto de la FES en el valor nutracéutico de
leguminosas tales como garbanzo, no hay estudios sobre la optimizacion del
bioproceso de FES para incrementar la actividad antioxidante, el contenido de
compuestos fendlicos totales y el rendimiento de hidrolizados de este grano (para
una mayor concentracion de biopéptidos), utilizando una cepa de Rhizopus
oligosporus. Por lo tanto, este estudio se realizé para obtener una harina funcional
con altos valores de actividad antioxidante, contenido de compuestos fendlicos
totales y rendimiento de hidrolizado, a partir de granos de garbanzo, mediante la
optimizacion del proceso de FES utilizando una cepa de Rhizopus oligosporus. Como
técnica de optimizacion se aplico la metodologia de superficie de respuesta. Se

utilizd un disefio experimental central compuesto rotable con dos factores



[temperatura de fermentacion = 22 — 45°C/tiempo de fermentacion = 6 — 132 h] y
cinco niveles (13 tratamientos). Los cotiledones bioprocesados de cada tratamiento
fueron secados, molturados y mezclados con sus testas previamente secadas y
molidas. La mejor combinacibn de temperatura de fermentacion/tiempo de
fermentacion de FES para obtener la harina funcional fue 25°C/132 h. 4. EI proceso
de FES increment6 (p<0.05) el contenido de proteina (+38.3%) y fibra dietaria soluble
(FDS), insoluble (FDI) y total (FDT) (+72.9%, +50.9% y +55.5%, respectivamente).
Asimismo, la FES incrementd la actividad antioxidante (de 3,410 a 9,663 pmol
ET/100 g, bs por el método ABTS y de 4,919 a 15,358 pumol ET/100 g, bs por el
método ORAC), el contenido de compuestos fendlicos totales (de 62 a 200 mg
EAG/100 g, bs) y el rendimiento de hidrolizado (de 13.6 a 18.8%). En conclusion, la
fermentacidn en estado soélido podria ser una estrategia efectiva para incrementar la
funcionalidad del garbanzo asociada a la salud, debido a la mejora del contenido de
fibra dietaria, la actividad antioxidante, el contenido de compuestos fendlicos totales y

el rendimiento de hidrolizado (concentracion de biopéptidos) de este grano.



ABSTRACT

Oxidative stress — defined as the imbalance between free radical production and
antioxidant defenses — has been linked to the development of chronic-degenerative
diseases. Several studies have shown that diet and some of its components could
influence the intensity of oxidative stress damage. Some reports claim that inclusion
of legumes in the daily diet has many beneficial physiological effects in the control
and prevention of chronic-degenerative diseases, like hypertension, due to bioactive
compounds, such as phenolic compounds and bioactive peptides (obtained after
enzymatic hydrolysis of proteins). Solid state fermentation (SSF) has been
recognized as a bioprocess which increases the phenolic content and antioxidant
activity of fungal processed seeds. Even when there are diverse studies about of the
effect of SSF on nutraceutical value of legumes such as chickpea, there isn’t any
research about the optimization of the SSF bioprocess to increase the antioxidant
value, total phenolic content and hydrolyzate yield of this grain (for a greater
concentration of peptides), using Rhizopus oligosporus strain. Therefore, this study
was conducted to obtain a functional flour with increased antioxidant activity, total
phenolic compounds and hydrolyzate yield from chickpea seeds by optimizing the
SSF process using a Rhizopus oligoporus strain. Response surface methodology was
applied as optimization technique. A central composite rotable experimental design
with two factors [fermentation temperature = 22 — 45°C/fermentation time = 6 — 132 h]
and five levels was used (13 treatments). The bioprocessed cotyledons from each
treatment were dried, milled, and blended with its previously dried milled seed coats.
The best combination fermentation temperature/fermentation time of SSF to obtain

the functional flour was 25°C/132 h. The SSF bioprocess increased (P<0.05) the
3



content of protein (+38.3%) and soluble (SFD), insoluble (IFD) and total (TFD) dietary
fiber (+72.9%, +50.9% and +55.5%, respectively). Likewise, the SSF increased
antioxidant activity [from 3,410 to 9,663 umol TE/100 g, dw (ABTS), and from 4,919 to
15,358 umol TE/100 g, dw (ORAC)], total phenolic compounds (from 62 to 200 mg
GAE/100 g, dw), and hydrolyzate yield (from 13.6 to 18.8%). In conclusion, solid state
fermentation might be an effective strategy to increase health-linked functionality of
chickpea, due to improved dietary fiber content, antioxidant activity, total phenolic

compounds content and hydrolyzate yield (concentration of peptides).



I INTRODUCCION

Bajo concentraciones fisiologicas, las especies reactivas de oxigeno (ERO)
actuan como moléculas mediadoras de sefalizacion, crecimiento celular, migracion y
diferenciacion (Valko y col 2006), mientras que a mas altas concentraciones, inducen
muerte celular, apoptosis y senescencia (Chandra y col 2000). Los efectos dafinos
de las ERO son balanceados por la accion de antioxidantes no-enzimaticos en
conjunto con enzimas antioxidantes (Halliwell 1996); sin embargo, cuando existe un
desbalance entre la produccion de ERO y la defensa antioxidante, se produce la
condicion denominada “estrés oxidativo” (Vetrani y col 2013). Los dafios ocasionados
por los radicales libres al ADN, proteinas y lipidos se han relacionado con el
desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas (Morrow 2005; Stephens y col
2009). La composicion de la dieta puede influir tanto en la intensidad del dafio
oxidativo como en los mecanismos antioxidantes, lo que explica en parte la relacion
existente entre la dieta y algunas enfermedades cronicas (Pérez y col 2002). Entre
las enfermedades de este tipo se encuentran las enfermedades cardiovasculares,
gue son una de las mayores causas de muerte a nivel global (OMS, 2011), siendo el
principal factor de riesgo cardiovascular la elevada presion arterial. A nivel mundial,
se estima que la presion arterial elevada causa 7,5 millones de muertes por afio,
aproximadamente el 12,8% del total de las defunciones (OMS, 2015). La hipertension
arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo para padecer enfermedad
cardiovascular, cerebrovascular y falla renal, que son importantes causas de
mortalidad en Mexico (Stevens y col 2008), donde se reporta una prevalencia de

hipertension arterial de 31.5% (ENSANUT, 2012); ésta ocurre cuando la enzima



convertidora de angiotensina (ECA) actia sobre el decapéptido angiotensina |,
hidrolizando His-Leu y produciendo angiotensina Il, un potente vasoconstrictor y
retenedor de sal, con el consecuente aumento de la presion arterial (Pihlanto y
Méakinen 2013).

Diversos reportes mencionan que la inclusion de leguminosas en la dieta diaria
tiene muchos efectos benéficos en la prevencion de enfermedades cronico-
degenerativas (Simpson 1981; Soni y col 1982). Se ha demostrado que el consumo
de garbanzo tiene algunos beneficios fisioldgicos que pueden reducir el riesgo de
enfermedades cronicas, entre éstas las enfermedades cardiovasculares (Jukanti y
col 2012). En estos granos se reporta una amplia variedad de compuestos fenélicos
que pueden ser considerados compuestos bioactivos debido a su actividad
antioxidante (AAox) (Han y Baik 2008). Muchos fitoquimicos encontrados en
leguminosas, como flavonoides y acidos fendlicos, han ganado atencién como
agentes antihipertensivos (Suzuki y col 2006; Liy col 2013).

Por otro lado, se ha reportado la obtencion de péptidos bioactivos inhibidores de
ECA a partir de granos de garbanzo (Pedroche y col 2002; Yust y col 2003; Vioque y
col 2006; Aluko 2008b; Barbana y Boye 2010; Medina-Godoy y col 2012); éstos se
encuentran encriptados dentro de la proteina de origen y son liberados al ser
hidrolizadas enziméaticamente o durante el procesamiento de los alimentos,
presentando de esta manera su funcion biologica (Torruco-Uco y col 2009; Aluko y
col 2008).

Para su consumo, las leguminosas generalmente son procesadas en diversos
productos (Kurien 1981). Los alimentos fermentados representan alrededor de un

tercio del consumo total de alimentos a nivel mundial; tales productos son mas altos
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en actividad antioxidante gracias a la fermentacién microbiana (Reyes-Bastidas y col
2010; Cheng y col 2013; Sanchez-Magafa y col 2014). La fermentacién en estado
(FES) solido es un proceso biotecnolégico que consiste en el crecimiento de
microorganismos sobre sustratos soélidos (ej. granos) en ausencia, 0 casi ausencia,
de agua libre superficial; sin embargo, el sustrato debe poseer la suficiente humedad
para permitir el crecimiento y la actividad metabdlica del microorganismo (Pandey
2003). Los alimentos producidos por fermentacion en estado sélido son diversos; uno
de los mas importantes es el alimento de origen Indonés denominado tempe (Agosin
y col 1983; Hachmeister y Fung1993), principalmente obtenido a partir del grano de
soya, siendo Rhizopus oligosporus el principal hongo productor. Este hongo
filamentoso ha sido aceptado como “generalmente reconocido como seguro” (GRAS,
por sus siglas en inglés) (Wongputtisin y col 2007). La mejora de la actividad
antioxidante de alimentos fermentados a base de granos durante la fermentacién en
estado solido se debe a la liberacion de compuestos fendlicos llevada a cabo por la
hidrolisis enzimatica fungica (Wongputtisin y col 2007), en especial por parte de la
enzima B-glucosidasa, la cual cataliza la liberacién de acidos fendlicos y flavonoides
conjugados durante la fermentacién (McCue y col 2003; Randhir y col 2004a, b;
Chaiyasut y col 2010; Cheng y col 2013; Handa y col 2013). La mayoria de los
péptidos bioactivos reportados son producidos por hidrolisis enzimatica in vitro o
fermentacion (Udenigwe y Aluko 2011). El hongo produce enzimas hidroliticas, tales
como las proteasas, generando péptidos bioactivos (Okamoto y col 1995; Aoki y col
2003; Gibbs y col 2004; Kim y col 2010), o bien, hace a la proteina mas susceptible
al ataque de enzimas hidroliticas; de este modo, los hidrolizados proteinicos

(obtenidos mediante enzimas digestivas) de proteinas previamente hidrolizadas
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(mediante fermentacion) han demostrado mejor bioactividad comparada con sus
proteinas de procedencia (Udenigwe y Aluko 2011).

De este modo, la generacion de péptidos bioactivos y la bioconversion de formas
conjugadas de compuestos fendlicos a sus formas libres durante la FES mejora la
funcionalidad del sustrato ligada a la salud.

A pesar de que hay diversos estudios sobre el efecto de la FES en el valor
nutricional y nutracéutico de garbanzo (Reyes-Moreno y col 2000; Reyes-Moreno y
col 2004; Angulo-Bejarano y col 2008; Han y Baik 2008; Sanchez-Magafia y col
2014), no hay investigaciones sobre la optimizacion del proceso de FES para
aumentar el potencial antioxidante, contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)
y rendimiento de hidrolizado (RH) de este grano.

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 Optimas 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 actividad
antioxidante, contenido de compuestos fendlicos totales y rendimiento de hidrolizado
(concentracion de biopéptidos), para la obtencion una harina funcional de garbanzo

bioprocesado.



Il REVISION DE LITERATURA

A. ALIMENTOS FUNCIONALES

1. Definicion

Los llamados "alimentos fisiologicamente funcionales", término que se origind en
Japoén en la década de 1980, se definen como "cualquier alimento o ingrediente que
tiene un impacto positivo en la salud de un individuo, el rendimiento fisico, o en el
estado de animo, ademas de su valor nutritivo” (Goodberg 1994). También se han
definido como “productos que se asemejan a los alimentos tradicionales pero poseen
beneficios fisioldgicos demostrados” (Shahidi 2009).

Se han destacado tres condiciones que deben satisfacer los alimentos
funcionales. En primer lugar, deben ser de origen natural (no capsulas, comprimidos,
0 polvos). En segundo lugar, son alimentos consumidos convencionalmente, como
parte de la dieta diaria, y en tercer lugar, cuando se ingieren deben tener un efecto
positivo mas alla de su valor nutritivo o nutricion bésica, mejorando o regulando un
proceso biolégico particular o mecanismo para prevenir o controlar una enfermedad
especifica, con el debido respaldo cientifico (Hardy 2000, Roberfroid 2000).

2. Nutracéuticos en los alimentos

En la Figura 1 se muestra un esquema organizacional de nutracéuticos.

a. Definicién

El término "nutracéuticos" fue acufiado en 1989 por la Fundacion para la
Innovacion en Medicina (FIM 1992) para cubrir "cualquier sustancia que pueda ser

considerada un alimento o parte de un alimento, y que proporcione beneficios



Nutracéuticos

; Proteinas/ ; . .
Isoprenocides Compuestos o Carbohidratos| |Acidos grasos Minerales Microorganismos
(terpenoides) fenolicos aminodcidos
— Carotenoides |- Cumarinas [ Aminodcidos |} Ac. ascérbico | AGPI — Ca — Prebidticos
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sulfurados
— Tocotrienoles | Antocianinas isotiocianatos| L_| Polisacaridos | AGMI — K

no
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— Tocoferoles | Isoflavonas || Indoles 1 Lecitina — Cu
— Terpenos — Flavonoles |4 o —_ . - —
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AGPI = Acidos grasos poliinsatuados; ALC = Acido linoleico conjugado; AGMI = Acidos grasos monoinsaturados.

Figura 1. Esquema organizacional de nutracéuticos (Wildman 2007).
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meédicos o para la salud, incluyendo la prevencion y el tratamiento de la enfermedad".

Un nutracéutico o farmaconutriente es un nutriente que mantiene, soporta y
normaliza cualquier funcion fisioldgica o metabdlica, ademas de que también puede
potenciar, antagonizar o de alguna manera modificar las funciones fisioldgicas o
metabdlicas (Hardy 2000). Los nutracéuticos son productos derivados de los
alimentos, pero se utilizan medicinalmente en forma de pildoras, capsulas, extractos,

etc., rindiendo beneficios fisiolégicos demostrados (Shahidi 2009).

3. Antioxidantes

La definicion propuesta por la Comisién Técnica de Antioxidantes Dietéticos y
Compuestos Relacionados de la Junta de Alimentos y Nutricion (2002) dice que un
antioxidante dietario es "una sustancia presente en los alimentos que reduce
significativamente los efectos adversos de las especies reactivas de oxigeno (ROS),
especies reactivas de nitrogeno, o ambos en la funcion fisioldgica normal en seres
humanos. Los antioxidantes son importantes en la proteccidén contra la hipertension,
diabetes, enfermedades cardiovasculares y cancer (Saxena y col 2007). Los
compuestos antioxidantes reaccionan con radicales libres y les ceden un electron,
oxidandose y transformandose en radicales libres débiles, con escasos o nulos
efectos toxicos (Halliwell y Gutteridge 1998). Los antioxidantes han sido clasificados
de diferentes maneras, de acuerdo al sitio donde ejercen su accion y segun su origen

(Cuadros 1y 2).

a. Evaluacién de la actividad antioxidante
Existen diversos métodos in vitro para predecir la proteccion ante la oxidacion

atribuida a los antioxidantes de un alimento. Estos deben interpretarse teniendo en
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Cuadro 1. Clasificacidon de antioxidantes segun su sitio de accion.

Intracelular

Membrana

Extracelular

Superoxido dismutasa
Catalasa

Peroxidasa

DT-deafarasa

GSH

Proteinas que ligan metales
Sistemas proteoliticos
Vitamina C

Vitamina E
B-carotenos
Ubiquinol-10

Ceruloplasmina
Transferinas
Latoferroinas
Albuminas
Haptoglobulinas
Vitamina C
Acido drico
Vitamina E

Venero-Gutiérrez (2002)
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Cuadro 2. Clasificacion de antioxidantes segun su origen

Origen Accion

Exdgenos

Vitamina E Neutraliza el oxigeno singulete
Captura radicales libres hidroxilo
Captura Oz
Neutraliza peréxidos

Vitamina C Neutraliza el oxigeno singulete

B-carotenos
Flavonoides, licopenos
Endbgenos
Enzimaticos
Superoxido dismutasa
Catalasa

Glutation peroxidasa
No enzimaticos
Glutation

Coenzima Q

Acido Tioctico

Captura radicales libres hidroxilo
Captura O2
Regenera la forma oxidada de la vitamina E

Neutraliza el oxigeno singulete
Cofactor

Cobre, sodio, manganeso
Hierro

Selenio

Barreras fisiologicas de oxigeno a las células

Transportadores de metales (transferina y ceruloplasmina)

Venereo Gutiérrez (2002)
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cuenta sus limitaciones como: medio de reaccion, sustrato oxidable, radical,
concentracion de iniciador de la oxidacion, etc. Se consideran buenas herramientas
para seleccionar extractos fendlicos o sus fracciones con alta capacidad antioxidante
debido a la rapidez, reproducibilidad y bajo costo. Los métodos se basan en
comprobar coOmo un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable,
dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante, siendo la inhibicion
proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o muestra. Los métodos
basados en la determinacion de productos secundarios de oxidacion son adecuados
para estudiar sistemas lipidicos, y los mas utilizados son el método del acido
tiobarbitirico (TBARS), el indice de anisidia (para aldehidos volatiles) y la
cromatografia de gases. El método basado en la capacidad para reducir metales
(indice del poder antioxidante de la muestra) mas comun es el FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power). Finalmente se encuentran los métodos basados en el
secuestro de radicales libres, como el DPPH (2, 2 difenil picril hidrazil), TEAC
(capacidad antioxidante equivalente de trolox) y ORAC (capacidad antioxidante de
radicales oxigeno), siendo éste ultimo uno de los mas empleados, el cual puede ser
hidrofilico o lipofilico, asignando asi la actividad antioxidante a la fraccién hidrofilica
y/o lipofilica de la muestra (Ou y col 2001; Huang y col 2002; Soler 2009).

B. COMPUESTOS FENOLICOS

1. Definicion

Las plantas son fuentes potenciales de compuestos bioactivos naturales. Estas
absorben la luz solar y mediante fotosintesis producen altos niveles de oxigeno y

metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios son sustancias quimicas
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producidas por las plantas; sus funciones en el crecimiento, la fotosintesis, la
reproduccion y otros procesos primarios aun no son conocidos. Los flavonoides y
acidos fendlicos son los grupos de metabolitos secundarios y compuestos bioactivos
mas importantes en plantas (Kim y col 2003).

En términos generales, el término “fenol 'es un término quimico que define un
anillo de fenilo que lleva uno o mas sustituyentes hidroxilo, pero en el contexto de
fendlicos vegetales tal definicidn no es satisfactoria, ya que incluye compuestos tales
como el gosipol, el carotenoide fendlico 3-hydroxyisorenieratene o la hormona
fendlica sexual femenina oestrona, que son principalmente de origen terpenoide
(Harborne 1989). Por ello, se propuso utilizar el término de “fendlicos vegetales” para
referirse a “metabolitos naturales secundarios biogenéticamente derivados ya sea de
la via del acido shikimico o de la via del fenilpropanoide, que directamente
proporciona fenilpropanoides, o de la via del acetato “policétido”’/malonato, que
puede producir fenoles simples, o fenoles y polifenoles monoméricos y poliméricos,
gque cumplen una muy amplia gama de funciones fisiolégicas en las plantas”
(Harborne 1989; Quideau 2011). Se considera que éstos tienen un papel clave como
compuestos de defensa al estrés ambiental, como la luz alta, bajas temperaturas, la
infeccion por patdgenos, herbivoros, y la deficiencia de nutrientes, o que puede
conducir a un aumento de la produccion de radicales libres y otras especies
oxidativas en las plantas. Tanto el estrés biotico como el abiotico estimula los flujos
de carbono desde las vias metabodlicas primaria y secundaria, o que induce un
cambio de los recursos disponibles en favor de la sintesis de productos secundarios

(Lattanzio 2013).
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2. Clasificacion

Los compuestos fendlicos se clasifican segun su estructura en: (1) No
flavonoides, los cuales son fenoles sin grupo carboxilo: Cs, Ces-C1, Cs-C3 (COMO
lighanos y estilbenos) y acidos fendlicos derivados del acido benzoico (Ces-C1), como
el 4cido galico y el acido cinamico. (2) Flavonoides (C6-C3-C6), formados por dos
grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado, que incluye flavononas,
flavanonoles, flavanoles, flavonoles, flavanos, antocianos y lignanos (Vazquez-Flores
y col 2012). Los &cidos fendlicos simples y los flavonoides son los compuestos
fendlicos mas comunes y por lo general se producen como conjugados solubles y
formas insolubles (Nardini y Ghiselli 2004). En la naturaleza, los compuestos
fendlicos se producen sobre todo en las formas insolubles o unidas.

De acuerdo con el numero de anillos de fenol que contienen, los compuestos
fendlicos se clasifican en acidos fendlicos, estilbenos, flavonoides, taninos y lignanos.

En el caso del grupo de los flavonoides, cuando estan vinculados a una o mas
moléculas de azlcar son conocidos como glicésidos, y cuando no estan conectados
a una molécula de azucar son llamados agliconas (Williamson 2004). El grado de
glicosilacion afecta directamente a la capacidad antioxidante de los flavonoides. Por
lo general, las formas de aglicona de miricetina y quercetina son mas activas que la
forma de glucésido (Hopia y Heinonen 1999; Kaur y Kapoor 2001). Los flavonoides
son los principales compuestos bioactivos presentes en las frutas y se distribuyen en
seis subclases: flavonoles, flavanonas, isoflavonas, flavan-3-oles, flavonas vy
antocianinas. Los flavonoides representan aproximadamente dos tercios de los

fenoles dietéticos (Robbins 2003).
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El segundo grupo mas importante comprende los acidos fendlicos, que
representan casi el tercio restante de los polifenoles de la dieta, y que estan
presentes en las frutas en forma ligada. Estas sustancias se dividen en dos
subgrupos: acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos. En contraste con otros
compuestos fendlicos, los acidos hidroxibenzoico y hidroxicinamico presentan un
caracter acido debido a la presencia de un grupo carboxilico en la molécula (Annie y
Jean-Jacques 2003). Los compuestos de acido hidroxicinamico poseen un esqueleto
de C6-C3. El acido ferulico, acido p-cumarico y acido cafeico son algunos ejemplos
de esta clase. Los acidos hidroxibenzoicos (C6-C1) se encuentran en diversas frutas
y en su mayoria se producen en forma de ésteres. Los &acidos fendlicos mas
comunes de esta categoria que se encuentran en las frutas son el acido gélico,
vanilico, elagico y siringico.

Los taninos son la tercera clase de polifenoles que se encuentran en las frutas y
estan presentes en su mayoria como polimeros fendlicos. Los taninos son sustancias
astringentes y amargas de diferentes pesos moleculares, y algunos de ellos,
especialmente los taninos hidrolizables, son solubles en agua. Son un grupo de
oligbmeros polihidroxi-flavan-3-ol y polimeros con enlaces carbono-carbono entre las
subunidades de flavanoles (Schofield y col 2001). Los taninos tienen la capacidad
para precipitar las proteinas. Los dos tipos principales de taninos son los taninos
condensados (proantocianidinas) y los hidrolizables. El acido galotanino o &acido
tanico es un tipo de tanino hidrolizable que se encuentra en las frutas. Las
proantocianidinas, al entrar en contacto con las proteinas salivales, son responsables

de la astringencia del fruto (EI Gharras 2009).
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Los estilbenos son un grupo de compuestos derivados de fenilpropanoides
caracterizado por un esqueleto de 1,2-difeniletileno (C6-C2-C6) (Goyal y col 2012).
Cantidades bajas de estilbenos estan presentes en la dieta humana, y su principal
representante es el resveratrol, en su mayoria en forma glicosilada (Delmas y col
2006 Ignat y col 2011). El resveratrol es una fitoalexina, esta sustancia se produce
principalmente en la vid en respuesta a la lesion y la infeccién micotica (Atanackovic
y col 2012). El quinto grupo de polifenoles comprende los lignanos, una gran
variedad de estructuras individuales que en su mayoria consta de dos restos
fenilpropanoides conectados a través de sus atomos de carbono de su cadena lateral
(Davin y Lewis 2003; Aehle y col 2011), por lo general se encuentran como
glucosidos. Los lignanos son una de las principales clases de fitoestrégenos, que son
sustancias quimicas similares al estrogeno. En el tracto gastrointestinal, estas
moléculas se convierten en compuestos (enterodiol y enterolactona) que tienen
propiedades estrogénicas y anti-estrogénicas (Meagher y Beecher 2000).

3. Absorcion y biodisponibilidad

La absorcién y posterior distribucion, metabolismo y excrecion de los flavonoides
en el ser humano han sido poco estudiados. Durante mucho tiempo, se consideré
gue la absorcion de los flavonoides de la dieta era insignificante, dado que la mayoria
de los flavonoides de los alimentos estan presentes unidos a azucares como [3-
glucosidos (con la excepcion de catequinas). Se esperaba que sélo los flavonoides
libres, sin una molécula de azucar (los llamados “agliconas”) pasaran libremente al

torrente sanguineo desde la pared intestinal, ya que no hay enzimas secretadas en el
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intestino o presentes en la pared intestinal que puedan escindir los enlaces
glicosidicos (Griffiths 1982; Kiihnau 1976).

En el colon, la hidrdlisis s6lo se produce por microorganismos, que al mismo
tiempo degradan los flavonoides en la dieta (Kihnau 1976). Asi, es de esperarse
s6lo una absorcion marginal de los flavonoides en la dieta. Sin embargo, se encontré
en seres humanos que la absorcion de la aglicona de quercetina administrada por via
oral fue menor que la de los glucésidos de quercetina (24% vs 52%) (Hollman y col
1995), mostrando que la absorcion de los glucésidos en el intestino delgado es
posible, ademas de que la molécula de azucar de los glicésidos de quercetina es un
determinante importante de su absorcion y biodisponibilidad, observando que su
conjugacion con glucosa mejora la absorcion del intestino delgado.

En cuanto a los acidos hidroxicinamicos, se observa que cuando éstos son
ingeridos bajo su forma libre, son absorbidos rapidamente en el estbmago o en el
intestino delgado y son conjugados por enzimas de desintoxicacion hepéaticas y/ol
intestinales. Se demostré que el acido ferudlico fue bien absorbido en la parte superior
del intestinot (Adam y col 2002; Zhao y col 2004; Konishi y col 2006).

Los transportadores de acidos monocarboxilicos (TAM) parecen estar implicados
en la absorcién de algunos &cidos fendlicos y sus metabolitos microbianos. Estos
transportadores se expresan en muchos tejidos (Price y col 1998), por lo tanto
podrian estar implicados en el proceso de absorcion, y transporte de acidos fenolicos

en los tejidos diana.
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4. Efectos metabdlicos

a. Actividad antioxidante

La propiedad mas descrita de casi todos los grupos de &cidos fendlicos y
flavonoides es su capacidad de actuar como antioxidantes. Las flavonas y catequinas
parecen ser los flavonoides méas poderosos para la proteccion del cuerpo contra
especies reactivas de oxigeno (ERO). Los radicales libres y ERO se han asociado a
un gran namero de enfermedades humanas (Bravo 1988, Nijveldt 2001).

Contienen estructuras de anillo conjugadas y grupos hidroxilo que tienen el
potencial de funcionar como antioxidantes in vitro o en sistemas libres de células
mediante el secuestro del anion superoxido, el oxigeno singulete, peroxiradicales de
lipidos, y la estabilizacion de los radicales libres implicados en procesos oxidativos a
través de hidrogenacion o acomplejamiento con especies oxidantes (Duthie y col
1999, Birt y col 2001).

Las propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos y flavonoides estan
mediadas por los siguientes mecanismos: (1) secuestro de especies de radicales
tales como ERO/ especies reactivas de nitrogeno (ERN); (2) supresion de la
formacion de ERO/ ERN mediante la inhibicion de algunas enzimas, o quelando
metales traza involucrados en la produccién de radicales libres, y por lo tanto
inhibiendo la iniciacion de la reaccion lipoxigenasa, (3) regulacion o proteccion de la
defensa antioxidante (Cotelle 2001).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos es determinada por su
estructura, en particular, la facilidad con la que un &tomo de hidrégeno de un grupo

hidroxilo aromatico puede ser donado a un radical libre y la capacidad de un
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compuesto aromatico para apoyar a un electron desapareado como resultado de la
deslocalizacion alrededor del sistema del electron. Otros determinantes estructurales
importantes de la actividad antioxidante de los flavonoides parecen ser los grupos 4'-
OH y 3'-OH. La adicion de grupos hidroxilo a los atomos de carbono orto a la
posicion 4-C parece aumentar aun mas el potencial antioxidante (Lien y col 1999).
Estudios han indicado que las agliconas tienen mayor actividad antioxidante que los
flavonoides conjugados (Noroozi y col 1998), esto puede ser debido al aumento de
bloqueo de los grupos fendlicos responsables de la captacion de radicales y de la
guelacién de metales y, posiblemente, a una disminucién en la accesibilidad de las
membranas debida al grupo glucosidico (loku y col 1995) .
b. Actividad antimicrobiana

Algunos flavonoides han mostrado actividad antibacteriana. Desde la década de
1940 se ha reconocido la presencia de flavonoides con actividad antiviral
encontrados de manera natural, pero sélo recientemente se han hecho intentos de
hacer modificaciones sintéticas de compuestos naturales para mejorar la actividad
antiviral (Tapas y col 2008). La actividad antiviral parece estar asociada con los
compuestos no glicosidados, y la hidroxilacion en la posicion 3 es aparentemente un

requisito previo para ejercer actividad antiviral (Thomas y col 1988).

c. Actividad anticarcinogénica
Las dietas ricas en captadores de radicales podrian reducir la accion promotora
del cancer de algunos radicales (Sawa y col 1999). Algunos flavonoides pueden
modificar enzimas y enlazar carcinogenos al ADN, ejerciendo asi un efecto

anticancerigeno (Siess y col 1996). Las isoflavonas de soja han sido evaluadas: la
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genisteina podria suprimir el desarrollo de cancer de mama inducido quimicamente
sin toxicidad reproductiva o endocrinologica. Se ha demostrado que la hesperidina, el
principal glicosido de flavanona en zumo de naranja, inhibe la carcinogénesis de
colon inducida quimicamente (Ren y col 2003).

Algunos estudios han mostrado propiedades antitumorales de quercetina,
incluyendo la inhibicién de la proliferacion y la migracion de células cancerosas. (Lim
y col 2006).

d. Actividad hipoglucémica

Tadera y col (2005) compararon la actividad inhibitoria de a-glucosidasa intestinal
de ratas y de levadura, asi como de a- amilasa pancreatica porcina de seis grupos de
flavonoides, y evaluaron las estructuras quimicas de los flavonoides responsables de
la actividad inhibitoria. La glucosidasa de levadura fue fuertemente inhibida por los
grupos de antocianidinas, isoflavonas y flavonoles, con valores de ICso menores de
15 uM. Las siguientes estructuras incrementaron la actividad inhibitoria: un anillo C
insaturado, 3-OH, 4-CO, el enlace del anillo B en la posicion 3, y la sustitucién de
hidroxilo en el anillo B. La a-glucosidasa intestinal fue débilmente inhibida por varios
flavonoides, y ligeramente por los grupos de antocianidina e isoflavonas. 3-OH y la
sustitucion hidroxil del anillo B incrementaron la actividad inhibitoria. En a-amilasa
pancreatica porcina, la luteolina, miricetina y quercetina fueron inhibidores potentes
con valores de ICso menores de 500 pM. El doble enlace 2,3, 5-OH, el enlace del
anillo B en la posicién 3 y la sustitucion hidroxil del anillo B incrementaron la actividad

inhibitoria, mientras que el 3-OH la redujo.
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e. Proteccioén del sistema cardiovascular

1) Agente vasorelajante

El consumo de flavonoides puede prevenir la disfuncién endotelial mediante la
mejora del proceso de vasodilatacion conduciendo a una reduccion de la presion
arterial (lijima y Aviram 2001, Bertanova y col 2002). La disfuncion endotelial
representa un evento critico en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y la
principal complicacion de la aterosclerosis y la formacion de trombos arteriales
(Jayakody y col 1985). El consumo de flavonoides puede prevenir una serie de
enfermedades cardiovasculares incluyendo hipertension y aterosclerosis (Hertag y

col 1993a, b).

2) Efecto antiateroesclerético

La modificacién oxidativa de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los
radicales libres es un evento temprano en la patogénesis de la aterosclerosis. Los
flavonoides pueden secuestrar directamente algunas especies de radicales al actuar
como antioxidantes de rompimiento de cadena (De-whallely y col 1990). La
capacidad de la quercetina y glucésidos de quercetina para proteger LDL contra la
modificacion oxidativa ha mostrado un efecto protector significativo (Fuhrman y col
1995). Ademas, un estudio japonés reporté una correlacion inversa entre la ingesta
de flavonoides y las concentraciones totales de colesterol en plasma (Arai y col

2000).
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3) Efecto antritrombogénico

La agregacion de plaguetas desempefia un papel fundamental en la fisiologia de
enfermedades tromboéticas. Las plaquetas activadas se adhieren al endotelio
vascular generando peroxidos de lipidos y radicales libres de oxigeno que inhiben la
formacion de prostaciclina endotelial y de 6xido nitroso. Flavonoides tales como
quercetina, kaempferol y miricetina demostraron ser inhibidores eficaces de la
agregacion de plaquetas en perros y monos (Osman y col 1998). Los flavonoles son
particularmente antitrombaoticos porque atrapan radicales libres de manera directa,
manteniendo de este modo la concentracion adecuada de la prostaciclina y el éxido
nitrico endotelial (Gryglewski y col 1987). Un estudio mostré que flavonoides son
poderosos agentes antitromboéticos in vitro e in vivo debido a su inhibicién de la

actividad de la ruta de la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa (Alcaraz y Ferrandiz 1987).

4) Inhibiciéon de la enzima convertidora de angiotensina

Algunos extractos y compuestos obtenidos a partir de plantas han sido
identificados como inhibidores de la ECA in vitro (Nyman y col 1998, Park y col
2003). Estos efectos beneficiosos en gran medida se han atribuido a la presencia de
moléculas de flavonoides, que generan complejos de quelatos en el centro activo de
la ECA (Loizzo y col 2007).

Los &cidos fendlicos y flavonoides inhiben a la ECA través de la interaccion con
el ion zinc; esta interaccion es estabilizada por interacciones con otros aminoacidos
en el sitio activo. Existe un aumento significativo en la actividad inhibidora de la ECA

con el incremento de grupos hidroxilo. Otros compuestos, tales como el resveratrol y
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pirogalol, pueden inhibir a la ECA a través de interacciones con los aminoacidos en
el sitio activo, blogueando asi la actividad catalitica de la enzima (Shukor y col 2013)

Las principales caracteristicas estructurales para la actividad inhibidora de los
flavonoides son las siguientes: (a) el doble enlace entre los C2 y C3 en el anillo C; (b)
el grupo catecol en el anillo B (39,49-dihidroxi) [61]; y (c) el grupo cetona en el
carbono C4 del anillo C, que es un grupo funcional el cual se ha observado que es
esencial para la inhibicion de ECA (Guerrero y col 2012).

C. PEPTIDOS BIOACTIVOS

1. Definicion

Recientemente, ha aumentado el reconocimiento del papel de las proteinas como
componentes fisiolégicamente activos. Muchas proteinas que se encuentran de
manera natural en los alimentos ejecutan su accion fisiolégica directamente o0 a
través de hidrdlisis enzimatica in vivo o in vitro. En los Ultimos afios se ha reconocido
que las proteinas dietarias son una fuente rica de péptidos biolégicamente activos
(Korhonen y col 1998); éstos se definen como pequefias secuencias de aminoacidos
derivadas de las proteinas alimentarias, que poseen propiedades fisiologicas
potenciales ademas de la nutricion normal y adecuada (Udenigwe y Aluko 2012).

2. Liberacion de péptidos encriptados

Los péptidos bioactivos se encuentran encriptados en la estructura primaria de
proteinas animales y vegetales como secuencias inactivas de aminoacidos. Estos
péptidos usualmente consisten en secuencias de 3—20 aminoacidos y pueden ser
liberados por fermentacion, a través de hidrolisis por microorganismos proteoliticos o

a través de la accion de enzimas proteoliticas derivadas de microorganismos o
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plantas, el procesamiento de alimentos, protedlisis catalizada por enzimas digestivas
in vitro o in vivo y por métodos quimicos, es decir, por tratamiento con acidos o bases
(Korhonen y col 1998; Hartmann y Meisel 2007; Aluko 2008a; Mdller y col 2008,
Segura-Campos y col 2010). En la mayoria de los casos, estos hidrolizados
proteinicos y péptidos han demostrado mejor bioactividad comparada con sus
proteinas de procedencia, lo que muestra que la hidrdlisis de los enlaces peptidicos
es importante en la liberacion de péptidos potentes (Udenigwe y Aluko 2011).

Varios factores afectan las propiedades bioactivas de los péptidos, incluyendo las
enzimas utilizadas para la hidrdlisis, las condiciones de procesamiento, y el tamafio
de los péptidos resultantes, lo cual afecta enormemente su absorcién a través de los
enterocitos y la biodisponibilidad en tejidos diana.

En comparacion a las enzimas digestivas, las enzimas microbianas, ya sea en el
intestino o en los alimentos, utilizan diferentes sitios activos, por lo que los péptidos
liberados por esas enzimas pueden diferir de los liberados por enzimas digestivas.
Estos péptidos también podrian ser precursores de péptidos liberados en el tracto
intestinal (Mdller y col 2011). Por ejemplo, Yamamoto (1997) no encontré efecto
antihipertensivo de caseina digerida por tripsina; sin embargo, la secuencia
KVLPVPQ fue liberada tras digestion con una proteinasa extracelular de L.
helveticus, con débil actividad antihipertensiva (ICso > 1,000 uM), la cual se vio
aumentada (ICso: 5 pM) tras digestion pancreatica, donde se liberé el péptido

(KVLPVP).
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3. Absorcion de péptidos durante la digestion gastrointestinal

Los factores principales que afectan la absorcion de los péptidos son las
diferencias metabdlicas, anatomicas, fisiologicas y bioquimicas del tracto
gastrointestinal, la actividad enzimatica del mismo, la poca permeabilidad de los
biopéptidos al cruzar las membranas bioldgicas, asi como su naturaleza hidrofilica y
tamafio molecular (Lee 2002). Sin embargo, algunos fragmentos son parcialmente
resistentes a la hidrdlisis y logran de ser absorbidos en cantidades fisiolégicamente
activas y llegar intactos a la circulacion sanguinea (Robert y Zaloga 1994). De este
modo, los péptidos sblo pueden ejercer su actividad bioldgica si logran atravesar las
barreras potenciales de activacion o inactivacion (Yamamoto y col 1999).

La mayoria de los péptidos bioactivos no son absorbidos en el tracto intestinal,
sino que actuan directamente en el tracto intestinal o via receptores y comunicacion
celular en el sistema digestivo. Los biopéptidos pueden ser liberados de las proteinas
alimenticias a través del intestino, exhibiendo éstos su bioactividad en los intestinos
delgado y grueso. No obstante, como la mayoria de las proteinas alimenticias son
degradadas durante el transito a través del intestino delgado y dado que la actividad
microbiana ocurre principalmente en el intestino grueso, la liberacién de biopéptidos
durante la digestion es conferida a las proteinas que logran alcanzar este sitio (Ross
y col 1995; Drescher y col 1999).

La primera barrera enzimatica para los péptidos es el lumen del intestino
delgado, que contiene una gran cantidad de proteasas pancreaticas, principalmente
tripsina, elastasa y quimiotripsina junto con exopeptidasas como la carboxipeptidasa
Ay B, y proteasas de células de la mucosa. En la segunda barrera los oligopéptidos

producidos por accion de las enzimas gastricas y pancreaticas son hidrolizados por
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proteasas de la membrana intestinal de borde en cepillo de las células epiteliales,
generando dipéptidos y tripéptidos. Tales proteasas contienen al menos quince
peptidasas que en conjunto tienen una amplia especificidad pudiendo degradar tanto
proteinas como péptidos (Lee 2002).

Los péptidos no digeridos y/o no absorbidos en el intestino delgado entran al
intestino grueso a través de la valvula ileocecal donde pueden ser metabolizados por
la microbiota intestinal, ejercer una funcién local como relajantes de la mucosa gas-
trica o inhibidores de la secrecion de enzimas, o si su accion es sistémica deben
atravesar el epitelio y pasar al torrente circulatorio (Arhewoh y col 2005).

El proceso de permeacion puede ser mediado a través de transportadores
peptidicos especificos. Dichos transportadores permite la absorcion de dipéptidos y
tripéptidos de manera intacta a través de la membrana intestinal (Sataka y col 2002).

La simulacion in vitro de la digestion fisiolégica con proteasas gastrointestinales
es una herramienta muy 0til para evaluar la estabilidad de los biopéptidos frente a las
enzimas digestivas (Cornish y col 2006). De esta manera se emula en dos etapas el
proceso de digestidon que tiene lugar en el organismo, efectuando en primer lugar una
hidrolisis con pepsina a pH acido y a continuacién una digestion con extracto
pancreatico a pH basico (Cross y Gill 2000). La resistencia de algunos péptidos a las
barreras enzimaticas depende en parte de su composicibn aminoacidica. De esta
manera, péptidos con residuos de prolina e hidroxiprolina aislados de la caseina y la
gelatina han resistido la degradacion de las enzimas digestivas (Crouch y col 1992).
A veces, durante el transito gastrointestinal, las enzimas digestivas liberan péptidos

de su posicion encriptada, incrementando su actividad biolégica.
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4. Efectos metabdlicos

Se han atribuido diferentes efectos a la salud a los péptidos derivados de
alimentos, incluyendo propiedades opiodes, antimicrobianas, inmmunomodulatorias,
citomodulatorias, antitrombaticas, de incremento de la absorcion o biodisponibilidad
de metales, hipocolesterolémicas, antioxidantes y antihipertensiva (inhibitoria de
ECA). Ademas, algunos péptidos son multifunctionales y pueden desempefiar mas
de uno de los efectos mencionados (Meisel 2004).

1) Péptidos opiodes

Péptidos con actividad opiode fueron encontrados en los afios 1970s (Zidrou y
col 1979) y se les denomind “exorfinas” en base a su estructura similar a ligandos
endogenos (endorfinas y enquefalinas), que interactian con receptores opiodes
(Clare y Swaisgood 2000).

Los péptidos opiodes son ligandos de receptores de opiodes con actividad
agonista o antagonista. Los receptores de opiodes se encuentran en el sistema
nervioso, enddcrino e inmune, asi como en el tracto gastrointestinal de mamiferos, y
pueden interactuar con sus ligandos endogenos, con opiodes exdgenos y con
antagonistas de opiodes. Asi, los péptidos opiodes administrados de manera oral
pueden modular los procesos de absorcién en el intestino e influir en la funcion
gastrointestinal ya sea afectando los musculos suaves, lo que reduce el tiempo de
transito y/o afectando el transporte intestinal de electrolitos, o que explica sus
propiedades anti-secretorias (Korhonen y Pihlanto 2006).

La extructura comun exhibida por los ligandos enddgenos y exdgenos es un

residuo N-terminal de tirosina (excepto en opioides de a-caseina) y la presencia de
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otro residuo aromatico en la tercera o cuarta posicion desde el extremo N-terminal
(Phe o Tyr). Ademas, un residuo de prolina en la segunda posicion es crucial para la
orientacion tridimensional de las cadenas laterales de tirosina y fenilalanina. La
actividad agonista es comparable a la de los ligandos enddégenos, mientras que los
péptidos antagonistas ejercen efectos inhibidores similares a la naloxona, un
antagonista del receptor opiaceo potente que se aplica como un medicamento (Clare
y Swaisgood 2000).

2) Péptidos antimicrobianos

Se han identificado péptidos antimicrobianos de muchos hidrolizados de
proteinas, especialmente de la leche. Las mas estudiadas son las lactoferricinas,
derivadas de bovinos y la lactoferrina humana (Kitts y Weiler 2003). Se ha observado
gue la lactoferrina, asi como los péptidos liberados de lactoferrina por digestién con
pepsina o por tratamiento térmico a pH acido, previenen el crecimiento microbiano, y
se ha asumido que este efecto se debe a su capacidad para unirse al hierro y
privando de este mineral a los microorganismos (Bullen y col 1972; Tomita y col
1991, Saito y col 1994). La disrupcién de la permeabilidad normal de la membrana es
parcialmente responsable del mecanismo antibacteriano de lactoferricinas
(FitzGerald y Murray 2006).

Péptidos antifingicos derivados del frijol comun han exhibido un efecto inhibitorio
sobre un niumero de patogenos para plantas tales como Mycosphaerella arachidicola,
Rhizoctonia solani, Verticillium dahlia y Setosphaeria turcica, asi como para hongos
gue pueden ser patégenos para humanos tales como Helminthosporiummaydis,

Fusarium oxysporuma y Candida albicans. Se ha descrito actividad antifangica de
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péptidos de frijol comuan, los cuales inducen cambios morfolégicos en las hifas (Chan
y col 2012), disrupcion de la membrana celular (Chan y col 2013), permeabilizacion
de membrana (Lam y Ng 2013; Wong y col 2012) e induccion de la acumulacion de
quitina en las puntas de las hifas (Lin y col 2010).

3) Péptidos inmunomodulatorios y citomodulatorios

La inmodulacion es la manipulacidon del sistema inmune mediante el incremento
(inmunoestimulacion) o disminucién (inmunosupresion) de la magnitud de la
respuesta inmune (Garcia y col 2013).

Los péptidos inmunomoduladores pueden mejorar las funciones celulares
inmunes, medidas como la proliferacion de linfocitos, actividad autolitica celular,
sintesis de anticuerpos y regulacion de citoquinas (FitzGerald y Murray 2006,
Horiguchi y col 2008), asi como reducir las reacciones alérgicas en los seres
humanos atdpicos y mejorar la inmunidad de la mucosa en el tracto gastrointestinal
(Korhonen y Pihlanto 2003). Péptidos inmunomoduladores derivados de hidrolizados
de proteinas de arroz y soya actlan para estimular aniones superdxido, que
desencadenan los sistemas de defensa inmunolégicos no especificos (Kitts y Weiler
2003).

El péptido Met-lle-Thr-Leu—Ala—lle-Phe-Val-Asn-Lys—Phe-Gly-Arg, es un
péptido de la soya derivado de la subunidad a de la B-conglicinina, que es liberado
mediante la digestidn con tripsina de las proteinas de la soya. Este péptido tiene un
sitio de unién especifico en las células fagociticas de la sangre humana que

estimulan la muerte bacteriana por fagocitosis (Dominguez-Vega y col 2011).
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4) Péptidos antitrombaoticos

Se han identificado secuencias de péptidos que inhiben la agregaciéon de
plaguetas de la sangre y la union del fibrinbgeno humano a los receptores de
fibrindgeno en la superficie de las plaquetas; éstos estan codificados dentro de la
secuencia de un glicomacropéptido, que se libera a través de la escision de la
caseina K por la renina (Fiat y col 1993).

A los péptidos derivados de la caseina y bovina con un efecto sobre la
coagulacion de las plaguetas se les conoce como casoplatelinas. Se ha informado
gue un gran numero de casoplatelinas tienen una actividad antitrombatica in vitro
(Jolles y col 1986) y en cerdos de guinea después de la administracion parenteral
(Bal dit Sollier y col 1996). KRDS, un analogo de péptido (f39-42) a partir de la
lactoferrina humana, inhibe la agregacion plaquetaria inducida por ADP después de
la administracion parenteral (Jolles y col 1993)

Dos péptidos (Asp-Glu Glu y Ser-Ser-Gly-Glu) se han purificado e identificado
como inhibidores de la agregacion plaquetaria en los hidrolizados de proteinas de
soya fabricados por sucesivas digestiones enzimaticas con endopeptidasas y
exopeptidasas (Lee y Kim 2005).

5) Péptidos que enlazan metales

Una alta cantidad de calcio soluble o disponible en el intestino contribuye a
mejorar la mineralizacién de los huesos y de este modo a prevenir la osteoporosis
(Moller y col 2011). La caseina de la leche estabiliza a los iones calcio y fosfato. La
digestiébn con tripsina de las proteinas genera caseinfosfopéptidos (CFPs) de la

region N terminal polar, que contiene residuos serilo fosforilados (Cross y col 2005).
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Se ha hipotetizado que tales residuos son responsables de la interaccion de las
caseinas y el fosfato, a través de la formacion de complejos, que conlleva a la
formacion de micelas de caseina, incrementando su biodisponibilidad. Como los
CFPs pueden unir y solubilizar minerales, han sido considerados fisiologicamente
benéficos en la prevencion de osteoporosis, caries dentals, hipertensién y anemia.
(FitzGerald 1998).

6) Péptidos hipocolesterolémicos

La enzima triacilglicerol lipasa (EC 3.1.1.3) y su cofactor colipasa son esenciales
para la escision de triglicéridos de la dieta y la posterior absorcion de los acidos
grasos en el tracto intestinal. La inhibicién de la lipasa ha demostrado reducir los
triglicéridos postprandiales y LDL en ayunas, para acelerar la reduccién de peso,
para mejorar el control metabdlico en la diabetes tipo 2, y para prevenir la diabetes
tipo 2 (Drent y col 1995; Hollander y col 1998).

Se han reportado efectos hipocolesterolémicos para péptidos derivados de
caseina y de suero, asi como para los péptidos de proteina de soya (parcialmente
unidos a fosfolipidos) (Junfeng y col 2003). Las propiedades hipocolesterolémicas de
la soya han sido evaluadas por numerosos estudios clinicos. Este efecto es mayor
con hidrolizados de soya que con proteinas de soya no hidrolizadas (Sugano y col
1988). La digestion triptica de la fraccion de glicina de la soya ha permitido el
aislamiento  del péptido Leu-Pro-Tyr-Pro, que mostr6 alta actividad
hipocolesterolémica. Ademas de la hidrdlisis, los productos de soya fermentados
como el tofoyu también han demostrado efectos hipocolesterolémicos (Kuba y col

2004). Muy recientemente, el grupo de Zhang y col (2012) investigd el potencial de
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proteinas de salvado del arroz hidrolizadas para reducir el colesterol. Ellos
hidrolizaron el salvado de arroz con diferentes proteasas (alcalasa, neutrasa,
papaina y tripsina) y observaron la actividad mas alta en los hidrolizados con
alcalasa.

7) Péptidos antioxidantes

Los métodos mas habituales para la obtencion de péptidos antioxidantes es la
hidrolisis enzimatica, siendo alcalasa la enzima mas empleada (Korhonen y Pihlanto
2006).

Los péptidos antioxidantes suelen presentar una gran cantidad de aminoacidos
aromaticos (Trp, Tyr, Phe) y aminoacidos basicos (His, Arg) en la secuencia formada
después de la hidrélisis, ya que los grupos fendlicos, indol e imidazol presentes en
los residuos de aminoacidos antes mencionados, actian como donadores de
protones a los radicales con deficiencia, para mantener la estabilidad molecular
(Sarmadi e Ismail 2010). Se ha demostrado que los péptidos antioxidantes pueden
contener residuos de aminoacidos hidrofobos tales como Val, Leu, lle o Ala en el
extremo N-terminal; por lo que la presencia de estos aminoacidos en la secuencia de
los hidrolizados contribuye a esta actividad (Guo y col 2009). Sobre la posicion de los
aminoéacidos en la cadena peptidica, los aminoacidos valina y leucina poseen mayor
AAox cuando se encuentran en posicion N-terminal, asi como triptéfano y tirosina en
posicién C- terminal (Medina-Godoy y col 2012).

Se han encontrado propiedades antioxidantes que previenen la peroxidacion
enzimatica (lipoxigenasa) y no enzimatica de los acidos grasos esenciales en los

péptidos liberados de caseinas en la hidrélisis por enzimas digestivas y en la
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fermentacion de la leche con cepas proteoliticas de bacterias acido-lacticas
(Korhonen y Pihlanto 2003).

8) Péptidos antihipertensivos

La enzima convertidora de angiotensina | (ECA, hidrolasa peptidil dipeptidido, EC
3.4.15.1) se ha asociado con el sistema renina-angiotensina, que regula la presion
sanguinea periférica. La inhibicion de esta enzima puede ejercer un efecto
antihipertensivo. Un gran numero de péptidos inhibidores de la ECA se han aislado a
partir de la digestion enzimética de diversas proteinas y son, en la actualidad, el
grupo mas estudiado de los péptidos bioactivos (Korhonen y Pihlanto 2006).

Para ejercer un efecto antihipertensivo después de la ingestidon oral, los péptidos
activos deben ser absorbidos de forma intacta en el intestino y ademas ser
resistentes a la degradacion por peptidasas plasmaticas con el fin de llegar a los
sitios diana. La digestion gastrointestinal usualmente se simula por digestidon
secuencial de las proteinas con pepsina (pH 2, 37°C) y pancreatina (pH 7.5, 37 °C) y,
en algunas ocasiones, también se realiza la digestion con quimotripsina y tripsina (pH
6.5-6.8, 37°C) (Garcia y col 2013).

Los péptidos inhibidores de ECA poseen algunas caracteristicas relevantes para
la inhibicion, tales como una secuencia corta de 2 a 12 aminoacidos, ademas de
contener aminoacidos hidrofébicos en la posicion C-terminal (Norris y FitzGerald
2013); los péptidos que contienen prolina son generalmente resistentes a la
degradacion por las enzimas digestivas (Korhonen y Pihlanto 2006).

El garbanzo (Cicer arietinum) (Pedroche y col 2002; Yust y col 2003; Barbana y

Boye 2010; Medina-Godoy y col 2012), chicharo (Pisum sativum) (Barbana y Boye
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2010; Segura-Campos y col 2011), frijol comun (P. vulgaris) (Torruco-Uco y col 2009;
Rui y Barbana 2012; Rui y col 2012; Ruiz-Ruiz y col 2013a, b), entre otros, han
producido hidrolizados inhibidores de ECA. Hidrolizados de la misma fuente pueden
presentar diferentes péptidos inhibidores de ECA dependiendo de la enzima
utilizada, la relaciéon enzima:sustrato y el tiempo de hidrolisis (Lopez-Barrios y col
2014).

Ademas de la inhibicion de la ECA, los péptidos pueden ejercer efectos
antihipertensivos también a través de otros mecanismos, tales como la estimulacién
de la actividad de la bradiquinina (Perpetuo y col 2003), la mejora de la produccion
de oOxido nitrico derivado del endotelio (Sipola y col 2002), la mejora de la accion
vasodilatadora de la unién a los receptores de opiaceos (Nurminen y col 2000) y la
inhibicion de la liberacion de endotelina-1 por las células endoteliales (Maes y col
2004). La endotelina es un vasoconstrictor incluso mas fuerte que la angiotensina Il.
La enzima convertidora de endotelina (ECE, EC 3.4.24.71) unida a la membrana
convierte el precursor de endotelina en la endotelina activa. Por lo tanto, la inhibicion
de la ECE conlleva a una disminucién de la presion arterial. Maes y col (2004)
utilizaron la endotelina-1 (ET-1), liberada de las células endoteliales, para evaluar la
actividad de péptidos antihipertensivos en un enfoque mas global al complejo de
vasoregulacién. Okitsu y col (1995) investigaron las propiedades inhibidoras de la
ECE de bonito y de carne de res digeridas con pepsina, y hallaron 40 y el 45% de

inhibicion de la enzima, respectivamente.
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D. ESTRES OXIDATIVO

1. Estrés oxidativo

Bajo concentraciones fisiologicas, las especies reactivas de oxigeno (ERO)
actuan como moléculas mediadoras de sefalizacion, crecimiento celular, migracion y
diferenciacion (Valko y col 2006), generandose a partir de procesos fisioldégicos para
producir energia y metabolitos, o para generar defensas contra los microorganismos
invasores (Cornelli 2009). El estrés oxidativo surge cuando la produccion de especies
reactivas sobrepasa las defensas intrinsecas antioxidantes o por un aumento de los
procesos oxidativos en el cuerpo (Burton y Jauniaux 2011; Vetrani y col 2013),
induciendo muerte celular, apoptosis y senescencia (Chandra y col 2000). Los
efectos dafiinos de las ERO son balanceados por la accion de antioxidantes no-
enzimaticos en conjunto con enzimas antioxidantes (Halliwell 1996). El estrés
oxidativo tiene que ser una condicion temporal, porque si llega a ser permanente,
puede determinar una enfermedad. Muchas enfermedades diferentes (tales como
enfermedades cardiovasculares, cancer, y trastornos neurolégicos y endocrinos) se
han relacionado con el estrés oxidativo (Cornelli 2009). Una mala nutricion (ingesta
insuficiente de a-tocoferol, acido ascérbico, aminoacidos azufrados, entre otros)
puede generar estrés oxidativo (Abilés 2007).

2. Radicales libres

Los radicales libres se definen como especies que contienen uno 0 mas
electrones no apareados, y es esta capa incompleta de electrones la que confiere su

alta reactividad. Los radicales libres pueden generarse a partir de muchos elementos,
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pero los sistemas bioldgicos que implican oxigeno y nitrogeno son los mas
importantes (Burton y Jauniaux 2011).

La célula viva esta constantemente expuesta a especies de radicales libres
potencialmente dafiinos, cuyo origen puede ser intracelular, tales como las derivadas
de metabolismo celular normal, o extracelular, producida como consecuencia, por
ejemplo, de la exposicion a la radiacion ultravioleta, o las radiaciones ionizantes. De

particular interés son las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Evans y col 2003).

3. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno juegan papeles importantes como segundos
mensajeros en muchas cascadas de sefializacion intracelulares destinadas a
mantener la célula en la homeostasis con su entorno inmediato. En niveles mas
altos, pueden causar dafio indiscriminado a las moléculas bioldgicas, lo que lleva a la
pérdida de la funcion e incluso a la muerte celular (Burton y Jauniaux 2011).

En condiciones fisiologicas, el radical libre de oxigeno mas comudn es el anién
superoxido (Oz2¢), y las mitocondrias se consideran la fuente principal (Cadenas y
Davies 2000), debido a fugas de electrones de oxigeno molecular, en particular de
los complejos | y lll, que se traducen en la formacién de Oz¢. Del mismo modo, el
superéxido también puede ser generado a través de la fuga de electrones de la
cadena de transporte de electrones dentro del reticulo endoplasmico (Tu y Weissman
2004). La generaciébn excesiva de superdoxido también puede conducir a
interacciones con el 6xido nitrico (NO¢) para formar peroxinitrito (ONOOQO-¢), un potente

pro-oxidante (Pacher y col 2007). Otras especies reactivas de oxigeno incluyen el

38



radical hidréxilo (OHe), el oxigeno singulete (O¢) y el peroxido de hidrogeno (H202)
(Evans y col 2003).

4. Dafio por ROS a biomoléculas

Los dafios ocasionados por los radicales libres al ADN, proteinas y lipidos se han
relacionado con el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas (Morrow 2005;
Stephens y col 2009). A continuacion se describen los dafios causados por estrés
oxidativo a estas biomoléculas.

a. Lipidos

Los radicales hidroxilo son capaces de causar la peroxidacion lipidica en la
membrana plasmatica o en cualquier organulo que contenga grandes cantidades de
cadenas laterales de &cidos grasos poliinsaturados. Mediante la abstraccion de
hidrégeno de la cadena lateral de hidrocarburo de un acido graso, se genera un
radical. Si el oxigeno esta presente, éste puede reaccionar para formar un radical
peroxilo (ROO¢), que a su vez es capaz de abstraer hidrégeno a partir de un acido
graso adyacente, por lo que la reaccion se propaga (Burton y Jauniaux 2011).

Una vez formados los radicales peroxilo, éstos se pueden reorganizar a través
de una reaccion de ciclaciéon a endoperdéxidos, siendo el producto final del proceso de
peroxidacién el malondialdehido (Marnett 1999). Ademas del malondialdehido, otro
producto importante de la peroxidacion de lipidos es el 4-hidroxi-2-nonenal. El
malondialdehido es mutagénico en células bacterianas y de mamiferos, y
cancerigeno en ratas. El hidroxinonenal es débilmente mutagénico pero parece ser el
producto toxico importante de la peroxidacion lipidica. Ademas, el hidroxinonenal

tiene poderosos efectos sobre las vias de transduccion de sefales, que a su vez
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tienen un efecto importante en las caracteristicas fenotipicas de las células (Valko y
col 2006).

b. Proteinas

Las reacciones con radicales hidroxilo conducen a la abstraccion de un atomo de
hidrogeno de la cadena principal del polipéptido de proteina para formar un radical
centrado en el carbono, que en condiciones aerébicas reacciona facilmente con
dioxigeno para formar radicales peroxilo (Stadtman 1992). Prolina, arginina, lisina y
treonina son particularmente vulnerables al ataque (Dalle-Donne y col 2003). Los
radicales peroxilo se convierten luego en peroxidos de alquilo por reaccion con la
forma protonada de superoxido.

Los dafios catalizados por metales a las proteinas implican la escision oxidativa,
la pérdida de residuos de histidina, reticulaciones de tirosina, la introduccion de
grupos carbonilo, y la formacion de radicales alquilo Re, alcoxilo, RO, y alquilperoxil,
ROOe-, (Davies 1987; Davies y Delsignore 1987; Davies y Lin 1987; Davies y col
1987; Stadtman 1990). Los derivados de radicales alcoxilo de proteinas son capaces
de experimentar escisidon del enlace peptidico. La escisidbn del enlace peptidico
también puede producirse por un ataque iniciado por radicales de hidroxilo de los
residuos de &cido glutamico y prolina de proteinas para formar una mezcla de
diversos productos. Se ha reportado evidencia de que dos proteinas mitocondriales
(aconitasa y nucleétidos de adenina — translocasa) pueden ser objetivos importantes
de dafio oxidativo a largo plazo (Stadtman 2004). La abstraccion de iones de
hidrogeno del grupo tiol de la cisteina puede conducir a la formacion de enlaces

disulfuro y el plegamiento anormal de proteinas, que puede conducir a la pérdida de
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la funcidn, a la agregacion de proteinas y a la muerte celular (Burton y Jauniaux
2011).

c. Acido desoxirribonucleico (ADN)

Se sabe que el radical hidroxilo reacciona con todos los componentes de la
molécula de ADN: dafia tanto a bases de purina como de pirimidina y también la
columna vertebral de desoxirribosa (Dizdaroglu y col 2002). Los ataques contra los
restos de azucar pueden causar roturas de cadena, mientras que los de las proteinas
histonas puede conducir a enlaces cruzados que interfieren con el plegamiento de la
cromatina, la reparacion del ADN vy la transcripcion (Halliwell y Gutteridge 1999). La
modificacion permanente del material genético resultante del dafio oxidativo
representa el primer paso en la mutagénesis, carcinogénesis y el envejecimiento.

El ADN mitocondrial es particularmente vulnerable a los atagques debido a su
proximidad al lugar de generacion de Oz de la cadena de transporte de electrones, la
falta de proteccién de las histonas y los mecanismos minimos de reparacion que
existen. En consecuencia, los dafios en el ADN mitocondrial son extensos incluso en
condiciones normales. Como el ADN mitocondrial codifica varias proteinas,
incluyendo enzimas de la cadena de transporte de electrones, las mutaciones
pueden conducir a impedimentos en la produccion de energia y el riesgo de nuevos
escapes de electrones, lo que agrava la tension inicial (Richter y col 1988).

E. RELACION ENTRE DIETA Y ENFERMEDAD

La composicion de la dieta puede influir tanto en la intensidad del dafio oxidativo
como en los mecanismos antioxidantes, lo que explica en parte la relacion existente

entre la dieta y algunas enfermedades cronicas (Pérez y col 2002). De acuerdo a la
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OMS (1990), las investigaciones epidemiologicas han demostrado que existe una
relacion estrecha y sistematica entre el establecimiento de dietas con exceso de
alimentos de gran densidad energética, ricos en grasas y azucares simples refinados
y con una deficiencia de carbohidratos complejos, y la aparicion de una serie de
enfermedades cronicas no infecciosas. La ingestion excesiva de grasas saturadas y
las concentraciones elevadas de colesterol en la sangre estan asociadas con la
cardiopatia coronaria, la enfermedad cardiovascular mas frecuente en los paises
desarrollados. El principal factor de riesgo de apoplejia, el transtorno cardiovascular
mas importante en muchos paises en desarrollo, es la hipertensién arterial, en la cual
desempefian una funcion coadyuvante la obesidad, la ingesta de alcohol y la
ingestion excesiva de sal. La obesidad también se vincula con la aparicién de
diabetes. Se ha estimado que alrededor de un tercio de los canceres se relacionan
con factores de la dieta, por ejemplo, la vinculacién de la ingesta excesiva de grasas
con mayor incidencia de cancer de mama y de colon. También las caries dentales,
transtornos gastrointestinales, osteopatias y artropatias, se relacionan con el tipo de

dieta que lleva a cabo un individuo.
F. HIPERTENSION

1. Generalidades

La presion arterial es el resultado de la cantidad de sangre que bombea el
corazén por minuto y la resistencia con la que circula, dada por el tamafio de los
vasos sanguineos (Weber 2007). La presion sistolica se define como la fuerza de la
sangre en las arterias mientras el corazén se contrae (late) bombeando sangre al

organismo, mientras que la presion diastélica se refiere a la fuerza de la sangre en
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las arterias cuando el corazon se relaja, es decir, cuando se llena de sangre entre
medio de los latidos (ASH 2010). En condiciones basales, el corazén bombea de 5 a
8 litros de sangre por minuto y la presion es de 120/80 mmHg, lo que significa que el
corazon ejerce una presion maxima de 120 mmHg durante la fase sistélica, mientras
gue durante la fase diastolica soélo ejerce una presion de 80 mmHg (Firman 2004).

La HTA sistémica se trata de un aumento anormal de la presion de la sangre en
la circulacion, la cual se ha considerado como un sindrome cardiovascular progresivo
gue se ha asociado con anormalidades cardiovasculares de naturaleza funcional y
estructural, que resultan en el dafio de o6rganos diana como corazon, rifiones y
cerebro, hasta ocasionar una muerte prematura (Cervera y Ortiz 2004; Firman 2004;
Venkata y Ram 2007).

2. Prevalencia de la hipertension arterial

La hipertension arterial se ha considerado el trastorno de salud mas extendido
en el mundo, identificAndose como factor de riesgo mayor para diversas
enfermedades cardiacas y vasculares (Leyva y col 2000). Segun la OMS, el 51% de
los accidentes cerebrovasculares y 45% de las cardiopatias se deben a una presion
arterial alta (OMS, 2012). Un total de 7.5 millones de personas mueren al afio debido
a la hipertension arterial, representando un 12.8% del total de defunciones (OMS,
2013).

Las enfermedades isquémicas del corazén son la primera causa de muerte en la
region de América. La prevalencia de HTA en Mexico se encuentra entre las mas

elevadas en el plano mundial (Kearney y col 2004). La Encuesta Nacional de Salud y
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Nutricion (ENSANUT) del afio 2012 reporta una prevalencia de HTA en México de
31.5%, de los cuales 47.3% desconocia su padecimiento.

El norte del pais presenta una prevalencia mas elevada de HTA en su poblacién
adulta (36.4%) en comparacion al sur (28.5%). En Sinaloa, esta condicion ha
aumentado en proporcion a través de los afios: en el afio 1993 se contaba con un
10.1% de sinaloenses hipertensos, cifra que aumenté a 12.5% en el afio 2000, a
15.4% en el afio 2006 y a 37.8% en el afio 2012 (Olaiz-Fernandez y col 2006;
Pacheco-Urefia y col 2012).

3. Mecanismos de la hipertension

El sistema renina-angiotensina es un poderoso mecanismo para controlar la
presion arterial. Cuando la presion arterial disminuye, los rifiones se someten a
varias reacciones intrinsecas de conversion de prorrenina a renina. La glucoproteina
angiotensindgeno es segregada por el higado al torrente sanguineo, asi es que
cuando la renina entra al torrente sanguineo, ésta hidroliza al angiotensindégeno
liberando un decapéptido llamado angiotensina | (Chen y col 2009). La enzima
convertidora de angiotensina | (ECA: EC 3.4.15.1) es una hidrolasa dipeptidil-
dicarboxilasa que utiliza Zn?* y CI' como cofactores. Esta actla sobre la
angiotensina |, un decapéptido inactivo, hidrolizando His-Leu desde su extremo C-
terminal, produciendo al octapéptido angiotensina I, un potente vasoconstrictor y
retenedor de sal (Pihlanto y Mé&kinen 2013). Cuando la angiotensina | circula a los
pequenos vasos de los pulmones, de inmediato es hidrolizada por ECA, la cual se
encuentra anclada a la membrana de las células endoteliales de la red pulmonar a

través del C-terminal (Zimmerman 1997; Candido y col 2004).
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Al hidrolizarse la angiotensina | por accion de la ECA, se forma angiotensina II,
que eleva la presion sanguinea mediante la severa constriccion de los vasos
sanguineos. Finalmente, la angiotensina Il provoca que las glandulas suprarrenales
liberen aldosterona, lo que aumenta la absorcion de sales y agua en el rifion,
conduciendo a un aumento en el volumen de liquido extracelular y por lo tanto al
aumento de la presion arterial (Chen y col 2009). Por lo tanto, la inhibicién la ECA
tiene un efecto hipotensivo (Pihlanto y Makinen 2013).

La accion de la ECA no es tan especifica como la de la renina, por lo que es
capaz de degradar otros péptidos pequefios, como es el caso de la bradiquinina, un
potente vasodilatador que regula diversos procesos bioldgicos, incluyendo la
liberacion de 6xido nitrico endotelial, un vasodilatador arterial que aumenta el flujo
sanguineo renal, con la consiguiente caida en la presion arterial. Al inhibir a la ECA
no solo disminuye la formacion de angiotensina I, sino que también aumenta la
bradiquinina disponible, reduciendo la presion sanguinea (Zimmerman 1997;
Candido y col 2004; Cheny col 2009).

a. Enzima convertidora de angiotensina | (ECA)

La enzima convertidora de angiotensina ECA (EC 3.4.15.1) es una glicoproteina
monomeérica que se encuentra distribuida en varios tejidos y fluidos biologicos
(Riordan 2003). Esta es una proteina integral de membrana tipo |, pero también
puede ser liberada como enzima soluble hacia fluidos extracelulares como el plasma
y fluidos seminales y cerebroespinales (Balyasnikova y col 2002; Hooper y Turner

2003; Parkin y col 2004).
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Posee un dominio citoplasmatico C-terminal hidrofilico de 28 residuos, un
dominio transmembrana hidréfobo de 22 residuos que ancla la proteina en la
membrana y un ectodominio N-terminal que esta fuertemente glicosilado con
manosa, galactosa, fructosa, acido N-acetilneuraminico y N-acetilglucosamina
(Murray y FitzGerald 2007). El ectodominio de ACE se divide a su vez en dos
dominios similares (dominio N y dominio C); cada dominio contiene una secuencia
activa His-Glu-XX-His (HEXXH) (Riordan 2003).

El dominio C tiene una preponderancia de a-hélices con un i6n zinc y dos iones
cloruro incorporado. Un canal profundo y estrecho separa la molécula en dos
subdominios, encontrandose el sitio activo hacia la parte inferior de este canal. Un
"tapa” N-terminal en la parte superior de la molécula parece permitir el acceso a la
hendidura del sitio activo sdélo a sustratos peptidicos pequefios (Natesh y col 2003).

Los dos residuos de histidina del motivo funcional HEXXH y el glutamato
posicionado 23-24 residuos mas hacia el C-terminal son los ligandos para el cofactor
zinc (Coates 2003). Una molécula de agua activada acomplejada con Zn2 + sirve
como nucledfilo para atacar el grupo carbonilo del enlace peptidico (Lew 2004).

La actividad de la ECA también es cloruro-dependiente. El cloruro activa los sitios
activos de la ECA y mejora la unién de sustratos (Riordan 2003). Cada dominio
activo de la ECA muestra diferencias en la sensibilidad a la activacién por cloruro
(Wei y col 1991). Se sabe que la activacion del dominio N requiere concentraciones
bajas de cloruro y s6lo un anion se une al dominio N, mientras que en el dominio C
se unen dos cloruros, siendo este dominio inactivo en ausencia de tal anion, por lo
que la actividad de este dominio en depende en gran medida de la concentracion de

ion cloruro (Jaspard y col 1993; Araujo y col 2000).
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Los dos dominios activos de la ECA también son ligeramente diferentes en la
especificidad de sustrato. Hidrolizan la bradiquinina casi por igual, pero el sitio activo
del dominio C puede hidrolizar Ang | (Jaspard y col 1993) e Hipuril-His-Leu (Corradi
y col 2007) de manera mas eficiente. Esta diferencia en la especificidad catalitica
podria deberse a una variacion sutil en la especificidad de sustrato de aminoacidos
(Araujo y col 2000) y a una alteracion conformacional de los sitios activos inducida
por el cloruro (Jaspard y col 1993).

4. Estrategias contra la hipertension

Si la tension arterial sélo es un poco alta (120/80 a 140/90), podra controlarse
mediante unos sencillos cambios de estilo de vida, como cambiar la alimentacion o
hacer ejercicio regularmente, mantener un peso corporal sano y no fumar. Si la
tensién arterial es moderadamente elevada o muy alta (140/90 y mas alta), el
tratamiento consiste en la toma de medicamentos antihipertensivos (NHS Choices

2008) (Figura 2).

a. Medicamentos comercialmente disponibles

Comercialmente se pueden encontrar diversos medicamentos para el control del
la hipertension arterial, como los inhibidores de la enzima de la conversion de la
angiotensina (ECA), tales como el captopril, benazepril, enalapril y el lisoprinil; los
blogueadores del receptor de la angiotensina Il, como el candesartan, eprosartan e
irbersartan; los inhibidores directos de la renina, como el aliskirén; los bloqueadores
de los canales de calcio, como propranolol, nadolol y metoprolol, que actian
relajando los musculos que forman las paredes de las arterias, haciendo que se

dilaten, disminuyendo la tension arterial; asi como los diuréticos tiazidas, de asa
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Figura 2. Control de la hipertensién. (Wagner y col 1991; Actis-Goretta y col

2003; Kozuma y col 2005; Erdmann y col 2008; NHS Choices 2008; AHRQ 2011).
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(furosemida, bumetanida, torasemida y acido etacrinico), ahorradores de potasio
(amilorida y triamtereno) y antagonistas de aldosterona (espironolactona), actian
reduciendo la cantidad de agua y sal del organismo y dilatando las paredes de las
arterias (NHS Choices 2008; AHRQ 2011). La utilizacion de inhibidores de la ECA
sintéticos se considera un enfoque terapéutico importante en el tratamiento de la
hipertension arterial, aunque tales medicamentos pueden producir efectos
secundarios como tos, molestias cutaneas y un descenso excesivo de la presion
arterial. Ademas, el uso prolongado de muchos de estos medicamentos puede
causar efectos secundarios, tales como un mal funcionamiento del sistema renal
(Akillioglu y Karakaya 2009; Afonso y col 2013).

b. Biopéptidos con propiedades antihipertensivas

La secuencia de aminoacidos y la longitud de la cadena del péptido inhibidor
afectan la eficacia de las propiedades antihipertensivas del péptido. La mayor parte
de los péptidos inhibidores de ECA son péptidos cortos con 2 a 12 aminoacidos
(Norris y FitzGerald 2013). Los péptidos mas grandes (10-51 aminoacidos) se
absorben facilmente, sin embargo su potencial inhibidor de la ECA se reduce
considerablemente (Roberts 1999).

Los aminoéacidos hidréfobos, especialmente aquellos con cadenas alifaticas tales
como Gly, lle, Leu y Val son caracteristicos para el extremo N-terminal de un péptido.
Los aminoacidos con anillos ciclicos o aromaticos (Pro, Tyr, Trp) se encuentran en el
extremo C-terminal de los inhibidores de la ECA (FitzGerald y col 2004; Vermeirssen

y col 2004).
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Pripp y col (2005) reportaron que, en general, un péptido altamente activo debe
estar compuesto de aminoacidos grandes, hidréfobos, aromaticos con un grupo
funcional polar en el C-terminal. La investigacion realizada por Wu y col (2006a) llevo
a establecer algunos atributos estructurales que caracterizan a di- y tripéptidos
inhibidores de la ECA. Los dipéptidos estaban compuestos de aminoacidos con
cadenas laterales voluminosas e hidréfobas. En el caso de tripéptidos, el primer
residuo suele ser aromatico, el segundo estar cargado positivamente, y el tercer
residuo (C-terminal) ser hidrofobo. Los péptidos con cadenas mas largas que
aguellos construidos a partir de 2 0 3 aminoacidos poseen aminoacidos basicos (Arg,
Lys) en el extremo C.

La accion de inhibidores de la ECA requiere una interaccién entre la molécula
inhibidora y el sitio de union anidnico, que difiere del sitio catalitico de la ECA
(FitzGerald y col 2004). Wu y col (2006b) sistematizaron los requisitos estructurales
para inhibidores de la ECA con una longitud de las cadenas que va desde 2 a 10
aminoacidos.

El aminoacido C-terminal determina la potencia de los péptidos inhibidores de la
ECA compuestos por 4 a 10 residuos. En el caso de tetrapéptidos, los aminoacidos
mas favorables (empezando del C-terminal) son Tyr y Cys. Residuos como His, Trp y
Met se encuentran generalmente en la segunda posicién de un tetrapéptido. En la
tercera posicion de la cadena peptidica, se encuentra lle, Leu, Val y Met, mientras
que Trp se coloca como el cuarto residuo (Wu y otros 2006b). Algunas de las
secuencias de inhibidores de la ECA poseen acido glutamico en el extremo C. Esto
se puede explicar por la capacidad del péptido para quelar zinc mediante el acido

glutamico, que es un componente del centro activo de ECA (Fitzgerald y col 2004).

50



c. Fitoquimicos con propiedades antihipertensivas

Entre los fitoquimicos contenidos en alimentos, los compuestos fendlicos han
sido ampliamente investigados debido a sus diversos beneficios para la salud como
antioxidantes, y para la prevencidon de la inflamacion crénica, enfermedades
cardiovasculares, cancer y diabetes (Acosta-Estrada y col 2014). El estrés oxidativo
se ha asignado como un factor causante de la hipertension por la disminucion de la
disponibilidad de 6xido nitrico para la relajacion del musculo liso (Berry y col 2001).
La actividad antioxidante de compuestos fendlicos puede mejorar la funcion
endotelial por la disminucién de los aniones superoxido que reaccionan con el 6xido
nitrico, como se ha reportado en componentes del café como flavonoides y acido
clorogénico que demostraron poseer actividad antihipertensiva (Kozuma y col 2005).
Un analisis cinético sugiere que los flavanoles y procianidinas compiten con el
sustrato por los sitios activos de la ECA (Actis-Goretta y col 2003), generando
complejos de quelatos de iones de zinc en el centro activo de la enzima que resulta
en la inhibicion de la actividad de la enzima (Wagner y col 1991).

Shukor y col (2013) estudiaron la actividad inhibidora de la ECA de 22
compuestos fendlicos y la relacion estructura-actividad de éstos. Los acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos mostraron un aumento significativo en la
actividad inhibidora de ECA con el incremento de grupos hidroxilo. Ademas,
observaron una reduccion de la actividad inhibidora de ECA en presencia de grupos
metoxi, lo cual se podria explicar por el impedimento estérico causado por esta
estructura, lo que podria dificultar la union al sitio activo de ECA. La presencia de
ciertos grupos funcionales, tales como hidroxilo, carboxilo, y los grupos de acido

acrilico, que pueden actuar como aceptores o donadores de enlaces de hidrégeno,
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parece aumentar la potencia para inhibir ECA. La mayoria de los acidos fendlicos
forma interacciones carga-carga con el ién zinc en el sitio activo de la ECA, via el
atomo de oxigeno en la molécula carboxilada. Estos compuestos hacen diferentes
interacciones moleculares con los aminoacidos en el sitio activo de ECA, que da
lugar a un complejo estable entre la molécula de acido fendlico y ECA. Esta
interaccion con el ion zinc, estabilizado por interacciones con otros aminoacidos en el
sitio activo, puede ser causante de la actividad inhibidora de ECA observada por los
acidos fenalicos.

Otros flavonoides (rutina), estilbenos (resveratrol), y los otros compuestos
fendlicos (catecol y pirogalol) pueden inhibir la actividad de la ECA so6lo mediante
interacciones con los aminoéacidos en el sitio activo. Se ha demostrado que la ECA
puede escindir un sustrato sin la interaccion entre el sustrato y zinc (Wang y col
2011). Otros compuestos fendlicos inhibieron la actividad de la ECA, pero no
mostraron ninguna interaccion con el zinc en el sitio activo. Por lo tanto, la actividad
inhibidora de ECA puede ser debida a las interacciones establecidas a través de
enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo y aminoacidos en el sitio activo,
bloqueando la actividad catalitica de la ECA (Shukor y col 2013).

Guerrero y col (2012) evaluaron la inhibicién de ECA in vitro en 17 flavonoides
pertenecientes a cinco subtipos estructurales, con el fin de establecer bases
estructurales de su bioactividad. Observaron que la presencia de un doble enlace
C2-C3 parece ser esencial para que la molécula ejerza una actividad inhibitoria de
ECA significativa. La distribucion electronica molecular conferida por este doble
enlace podria permitir el mantenimiento de una conjugacion estructural definitiva,

desde el anillo B a los anillos Ay C, en contraste con la estructura de flavanona, con
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la que esta conjugacion estructural definitva no es posible. Ademas, el
mantenimiento de una estructura casi plana desapareceria si este vinculo se
saturara, produciendo una cadena de flavonoide con un angulo obtuso, que variaria
en el resto de los constituyentes de la molécula.

La presencia de varios grupos hidroxilo en los flavonoides parece ser importante
para la inhibicion de las metaloproteinasas de zinc (Parellada y col 1998). Ademas, la
posicion exacta de este grupo parece ser muy importante para la inhibicién de la
ECA. La hidroxilacién en la posicion 4 'del anillo B parece ser de especial relevancia,
y, ademas, la presencia de un grupo catecol en el anillo B (39,49-dihidroxi) parece
ser fundamental para lograr un aumento de la actividad inhibidora de la ECA
(Guerrero y col 2012).

La ausencia del grupo carbonilo en C4 (anillo C) representa una importante
reduccion en la capacidad para inhibir la actividad de la ECA. Sin embargo, la
desaparicion del grupo carbonilo esta acompafiada simultdneamente por la
desaparicion del doble enlace C2 = C3. Este efecto quizds esta relacionado con la
pérdida de la estructura espacial planar (Navarro-Nufiez y col 2009; Sartor y col
2002).

G. IMPORTANCIA DEL GARBANZO EN LA ALIMENTACION

1. Generalidades

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una leguminosa que se cultiva principalmente
en el oeste de Asia, Europa del Sur, Etiopia y el norte de Africa Central y Oriental
(Ladizinsky y Adler 1976). La especie cultivada de garbanzo fue una de las primeras

leguminosas en ser domesticadas en el viejo mundo (van der Maesen 1972). Muy

53



probablemente se origin0 en un area del actual sudeste de Turquia y areas
adyacentes de Siria (Singh 1997).

El garbanzo pertenece a la familia FABACEAE, subfamilia Papilionaceae, tribu
Cicereae y género Cicer, el cual comprende 43 especies, 9 anuales y 34 perennes
(Singh y Diwakar 1995; Taylor y Ford 2007).

Las semillas de garbanzo estan compuestas por una cubierta o testa, dos
cotiledones, y un embrién. La cubierta de la semilla se compone de dos capas, la
testa exterior y el tegmen interior, y un hilio (hilium) (Singh y Diwakar 1995). En base
a su tamafio de semilla y color, el garbanzo cultivado es de dos tipos: macrosperma
(tipo kabuli), de semillas redondas color crema, de mas de 25 g; y microsperma (tipo
desi) de semillas angulosas, pequefias y color que varia desde crema, negro y
marron a verde (Cubero, 1975).

El garbanzo es la tercera leguminosa cosechada mas importante mundialmente,
con una produccion global del 20% (Bibi y col 2007). En el afio 2013, India ocupé el
primer lugar en produccion de garbanzo en el mundo, produciendo un total de
8,832,500 toneladas. México con una produccion de 209,941 toneladas ocupdé el
octavo lugar (FAOSTAT, 2015), cosechando Sinaloa 122,246 toneladas,
representando el 58.2% de la produccion de garbanzo blanco para exportacion,
siendo el lider de produccién de garbanzo en México (FAOSTAT 2013; SAGARPA-
SIAP 2015).

2. Composicion quimica

La composicion quimica del garbanzo se muestra en el Cuadro 3. Es una buena

fuente de carbohidratos y proteinas, constituyendo juntos cerca de 80% de su peso
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Cuadro 3. Composicion quimica del grano de garbanzo.

Tipo Desi Tipo Kabuli
Parametro
Min. Max. Min. Max.
Proteina® 16.70 30.57 12.60 29.00
Cenizas? 2.04 4.20 2.00 3.90
Lipidos? 2.90 7.42 3.40 8.83
Ac. Linoleico(18:2)¢ 45.95 61.50 16.40 70.40
Ac. Linolénico (18:3)¢ 2.16 4.80 0.30 3.30
Carbohidratos total® 50.64 64.90 54.27 70.90
AlmidonP 32.00 56.30 30.00 57.20
AmilosaP® 20.00 41.00 23.00 47.00
Azlcares solubles? 5.33 11.80 6.65 7.50
Azlcares totales? 2.20 10.70 5.50 10.85
Fibra cruda? 3.70 13.00 1.17 4.95
Fibra dietaria® 18.40 22.70 10.60 16.63
Vitaminas
Tiamina® - 0.48 - 0.59
Niacina® - 1.54 - 1.76
Vitamina E° - 0.82 0.82 13.7
Minerales
Calcio® 68.0 269 103 259
Magnesio® 107.4 168 119 167
Zinc® 2.2 20.00 2 5.4
Hierro® 3.0 9.8 3 9.8

@ Porcentaje en base seca (%, bs); P Porcentaje de almidén; °mg/100g; ¢ Porcentaje de aceite

Wood y Grusak (2007).
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seco, y se considera que su calidad proteinica es mejor que la de otras leguminosas,
por lo que es un importante componente en las dietas de individuos en los tropicos
semi-aridos, que no pueden obtener proteina de origen animal, asi como en

personas vegetarianas (Geervani 1991; Chibbar y col 2010; Jukanti y col 2012).

a. Proteinas

El contenido de proteinas en grano de garbanzo va desde 16,7% a 30,6% y
12,6% a 29,0% para los tipos desi y kabuli, respectivamente, y comunmente este
contenido es 2-3 veces mayor que los granos de cereales (Wood y Grusak 2007).
Las proteinas de reserva mas importantes son las globulinas (57% de la proteina
total) seguido de las glutelinas (18%) las albuminas (12%) y finalmente las
prolaminas (3%). Los cotiledones contienen a la mayoria de las globulinas, glutelinas
y albuminas del grano, el embrion es mas rico en albumina, mientras que la testa
contiene principalmente fracciones de nitrégeno no proteico y glutelinas (Singh y
Jambunathan 1982).

b. Lipidos
El contenido total de lipidos en grano de garbanzo es mayor que en otras
leguminosas. Este contenido varia de 3.40 - 8.83% y 2.90 - 7.42% en los tipos kabuli
y desi, respectivamente (Wood y Grusak 2007). El contenido total de lipidos de
garbanzo comprende principalmente acidos grasos poliinsaturados (62-67%), mono-
insaturados (19-26%) y acidos grasos saturados (12-14%). El acido graso principal
en garbanzo es el acido linoleico (46-62% en aceite de garbanzo tipo desi y 16-56%
en el de tipo kabuli), seguido por el acido oleico (monoinsaturado) que se encuentra

en proporciones de 18-23% y 19-32% en aceites de desi y kabuli, respectivamente
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(Wood y Grusak 2007). El contenido de aceite del garbanzo también incluye

tocoferoles, tocotrienoles y esteroles (Akihisa y col 1992).

c. Carbohidratos

Los hidratos de carbono son el componente nutricional mayoritario en el
garbanzo, con 51 a 65% en el tipo de desi y 54-71% en el tipo kabuli (Wood y Grusak
2007). Sanchez-Mata y col (1998) informaron concentraciones de monosacaridos en
garbanzo: galactosa (0.05%), ribosa (0.11%), fructosa (0.25%) y glucosa (0.7%). Los
mas abundantes disacaridos que se encuentran libres en el garbanzo son la maltosa
(0,6%) y la sacarosa (1-2%). El garbanzo contiene 0,4-2,8% y 1.2 a 3.9% de
oligosacaridos en los tipo desi y kabuli, respectivamente. Los oligosacaridos mas
importantes encontrados en el garbanzo son rafinosa, estaquiosa, ciceritol y
verbascosa, informados en cantidades de hasta 2,2%, 6,5%, 3,1% y 0,4%,
respectivamente (Wood y Grusak 2007). El contenido de almidén varia desde 41
hasta 50% del total de carbohidratos en garbanzo, con el tipo kabuli teniendo mas
azucares solubles (sacarosa, glucosa y fructosa) en comparacién con el tipo desi

(Jambunathan y Singh 1980; Dalgetty y Baik 2003; Ozer y col 2010).

d. Fibra dietaria total

El garbanzo es una de las leguminosas con mayor contenido de fibra, superando
al frijol, habas y chicharos. La fibra dietética incluye carbohidratos no digeribles y
lignina. En leguminosas, gran parte de la fraccion de fibra se localiza en la testa. La
fibra dietética, como proporcion del total de carbohidratos, constituye el 20-21% en
garbanzo tipo kabuli y 35-37% en tipo desi. Esta gran diferencia entre tipos desi y

kabuli se debe principalmente a diferentes contenidos de testa, pues el tipo desi tiene
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una testa con niveles 2-3 veces mas altos de lignina que tipos kabuli (Singh, 1984).
De Almeida-Costa y col (2006) reportan un contenido de fibra insoluble en garbanzo
crudo de 13.9 = 0.09 g/100g, mientras que en el grano cocido este contenido es de

15.4 + 0.18 g/100g.

e. Almidon resistente

La fraccion de almidon no digerible se conoce como almidon resistente (AR), que
es fermentado en el colon por la microbiota intestinal junto con la fibra dietética
insoluble y soluble, produciéndose acidos grasos de cadena corta como el acético,
propionico y butirico, que al reasorberse interactian en algunas rutas metabdlicas y
eventos genéticos de tumorogénesis. En leguminosas, este almidon se encuentra
atrapado en la matriz celular (Tovar y col 1992). Se considera que aproximadamente
el 35% del almidén total en el grano de garbanzo es almidon resistente y el 65%
restante de almidén se trata de almidon disponible (Aguilera y col. 2009a, b).Se ha
comprobado (Ratnayake y col 2001; Osério-Diaz y col 2003; Tharanathan y
Mahadevamma 2003) que el procesamiento térmico induce un aumento en los
valores de almidon resistente, debido principalmente a la retrogradacion de amilosa.

f. Vitaminas y minerales

El garbanzo contiene varias vitaminas solubles en agua, tales como las vitaminas
del complejo B (incluyendo folato en cantidades de 150-557 pg/g) y vitamina C (4
mg/100 g), asi como varias vitaminas liposolubles como la vitamina A (en forma de
provitamina A en [(-caroteno, que se encuentra arriba de 49 mg/100 g en el
garbanzo), vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles, 13.7 mg/100 g) y la vitamina K

(Wood y Grusak 2007). Las semillas de garbanzo crudo proporcionan
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aproximadamente 5% de hierro, 4,1% de zinc, 0.138% de magnesio y 0.160% de 100
g de calcio.

3. Valor nutricional
La composicion de aminoacidos en el grano de garbanzo es bien equilibrado
(Cuadro 4) excepto por los aminoacidos azufrados (metionina y cisteina) y triptéfano,
pero es alta en lisina (Wood y Grusak 2007). Las leguminosas deber ser sujetas a
coccion antes de ser utilizadas en la dieta humana, con el fin de mejorar la calidad de
la proteina por la destruccién térmica de factores antinutricionales termolabiles
(Alajaji y EI-Adawy 2006). Modgil y Mehta (1993) reportaron en granos de garbanzo
un radio de eficiencia de alimentacion (FER) de 0.209 + 0.06, en comparacion a
0.351 = 0.05 de la caseina. En cuanto al radio de eficiencia proteica (C-PER) se
mostraron valores de 2.09 + 0.63, en comparaciéon a 3.51 + 0.51 de la caseina. Para
la utilizacion de proteina neta (NPU), se obtuvo un 76.07 £ 3.00, mientras que el NPU
de la caseina es de 83.77 + 4.47. La digestibilidad aparente de proteina (APD) del
grano de garbanzo es de 88.26 + 1.36%, siendo la de la caseina de 96.40 + 1.29%.
La digestibilidad verdadera de proteina (TPD) del garbanzo fue de 90.09 + 3.29% en
comparacion a 98.58 + 1.26% de la caseina. Se reporta un valor biolégico (BV) del
garbanzo de 84.44 + 2.46% y de la caseina de 84.98 + 4.26%.

1. Fitoquimicos en garbanzo

El cuadro 5 muestra el contenido de fitoquimicos en garbanzo.
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Cuadro 4. Contenido de aminoacidos esenciales en garbanzo.

Contenido
Aminoacidos? FAQOP
(9g/100 g proteina)

Histidina 2.43 2.0
Isoleucina 3.19 3.2
Leucina 7.14 6.6
Lisina 6.39 5.7
Metionina + Cisteina 2.18 2.7
Fenilalanina + Tirosina 8.80 5.2
Treonina 3.46 3.1
Triptofano 1.10 0.9
Valina 3.54 4.3

2 Angulo-Bejarano y col (2008); ® Patrén de aminoacidos recomendado para

nifios (0.5 - 3 afios) segun la FAO (2013)
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Cuadro 5. Fitoquimicos en granos de garbanzo

Fitoquimico Tipo Desi Tipo Kabuli aminﬁﬁtcoi(r;sales o E/lei:i — :;I:uli —
Min. Max. Min. Max. | Oligosacéridos 1.2 3.9 0.4 2.8
Acidos fenolicos (ug/100 g)* Fitatos 0.37 1.13 0.25 0.99
Acido gélico? 0.0 22.9 - - Taninos 0.36 0.72 0.12 0.51
Acido protocatéquico? 0.0 22.5 - - Inhibidores de tripsina® 1.16 15.7 1.39 12.1
Inhibidores de

Acido p-hidroxibenzoico? 16.3 394 0 1 quimotripsina® 2.40 13.19 3.0 10.74
Acido clorogénico? 0.0 31.3 - - Polifenoles® 0.84 6.0 0.02 2.2
Acido ferulico? 0.0 0.0 1 43 Saponinas® 17.7 56.0 0.7 21.9
Acido siringico® - - 1 52
Acido gélicoP 0.0 25.9 - 0.0
Acido protocatéquico® 0.0 15.0 - 0.0
Acido p-hidroxibenzoicoP 0.0 213 - 8.0
Acido p-cumarico® 0.0 22.8 - 3.0
Flavonoides (pg/g) (ng/g) Garbanzo desi
Quercetina 3-O-rutindsido 3 0.52+0.04 Fitoesteroles (%)? Min Max
Quercetina-hexosido* 0.71+0.05 Campesterol 12.06 13.67
Kaempferol 3-O-rutinésido 3 0.60+0.03 A’-Avenasterol 0.79 1.21
Biocanina B hexosido 3 6.60+0.34 Estigmasterol 4.92 5.38
Derivados de Biocanina B 3 22.09+1.91 B-Sitosterol 73.12 76.10
Biocanina A 7-O-glucoésido 2 10.26+0.78 Clerosterol 1.94 4.01
Derivados de Biocanina A 8 18.58+0.96 AS-Avenasterol 3.12 5.72
Formononetina 4 0.943-1.26

1 Wood y Grusak 2007; 2 Recopilado por Sdnchez-Magafia 2014, 3 Aguilera y col 2011, 4 Azimova y Vinogradova, 2013. @ cotiledones; b testa; “mg/g
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a. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos encontrados comunmente en
garbanzo, los cuales son considerados posibles agentes para combatir
enfermedades como cancer y arterioesclerosis (Aparicio-Fernandez 2006), entre
otras. Kalogerolopoulus y col (2010) reportaron que la suma total de compuestos

fendlicos en garbanzo era de 2.05 mg EAG/g.

b. Isoflavonas

Las isoflavonas son flavonas que tienen anillo B en la posicion 3. En garbanzo,
las principales son la biocanina A y formononetina. Las agliconas (genisteina,
daidzeina y gliciteina) pueden encontrarse formando B-glicésidos (genistina, diadzina
y Jglicitina), acetil-glucosidos (6”-O-acetilgenistina, 6”-O-acetildiadzina y 6”-O-
acetilgliciina) y malonil-glucésidos (6”-O-malonilgenistina, 6”-O-malonildiadzina y 6”-
O-malonilgliciina). El garbanzo es una de las fuentes dietéticas mas ricas de
isoflavonas, superada solamente por la soya. Debido a que las formas agliconas (sin
azucar unido) podrian ser las mas bioactivas, es importante conocer el efecto del
procesamiento sobre la composicion de las isoflavonas (Luduefia y col 2007; Jukanti
y col 2012).

c. Saponinas

Las saponinas son glucésidos con varias unidades de monosacaridos enlazadas
mediante un enlace glucosidico a un resto denominado aglicon. Estas pueden
hemolizar los glébulos rojos y formar una espuma estable cuando se agitan sus

soluciones acuosas (Martinez-Martinez, 2001). Las saponinas reducen la
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biodisponibilidad de nutrientes y la actividad enzimatica retardando el crecimiento de
animales. Sin embargo, se les atribuyen propiedades hipocolesterolémicas, debido a
su posible union con el colesterol o acidos biliares, aumentando su excrecion;
ademas de propiedades anticancerigenas e inmunoestimulantes. El garbanzo posee
un contenido de saponinas de 25-56 mg/g (Wood y Grusak 2007; Campos-Vega y col

2010; Any col 2011; Singh y Basu 2012).

2. Actividad antioxidante del garbanzo y sus productos

Ademas de los compuestos fendlicos, carotenoides y acido ascoérbico, se ha
reportado (Watanabe y col 2007) que compuestos nitrogenados como oligopéptidos,
proteinas y melanoidinas le confieren propiedades antioxidantes al garbanzo. Por el
método de DPPH, en garbanzo se ha reportado (Xu y Chang 2007) una actividad
antioxidante de 2.06 ymol ET/g, mientras que Xu y col (2007) reportaron que tal
capacidad era de 1.26 yumol ET/g. Zia-Ul-Haq y col (2008) obtuvieron valores de 1.06
a 1.24 umol ET/g. Mediante el método de ORAC, Xu y Chang (2007) obtuvieron una
actividad antioxidante de 34.66 ymol ET/g. Xu y col (2007) reportaron una actividad
antioxidante de 9.26 yumol ET/g. Zia-Ul-Haq y col (2008) obtuvieron valores de 8.58 a
11.4 yumol ET/g, mientras que Heiras-Palazuelos y col (2013) reportan una actividad
antioxidante de 44.3 uymol ET/g. Mediante el método de ABTS Zia-Ul-Haq y col
(2008) obtuvieron valores de 37.2 a 45.3 umol ET/g. Se observa (Dominguez-
Arispuro 2011) que la actividad antioxidante de garbanzo cocido es menor que en
garbanzo crudo (298 umol ET/100 g, bs y 722 umol ET/100 g, bs, respectivamente) y
gue en garbanzo extrudido (569 pmol ET/100 g, bs), como resultado de la

destruccién de compuestos antioxidantes.
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Zhang y col (2011) reportaron la purificacion de un peptido con actividad
antioxidante obtenido a partir del hidrolizado de proteina de garbanzo digerido con
alcalas. Tal péptido fue obtenido por separacion del hidrolizado mediante Sephadex
G-25, siendo la fraccion de menor peso molecular la que presento la mayor actividad
antioxidante. La secuencia de aminoacidos fue identificada como Asn-Arg-Tir-His-
Glu. Al evaluar al péptido, en una concentracion de 50 pg/mL, este presenté una
actividad de captacion de radicales libres DPPH, hidroxilo y superoxido, ademas de
actividad quelante de hierro y cobre, de 76.9 y 63% respectivamente.

Torres-Fuentes y col (2011) fraccionaron un hidrolizado de proteina de garbanzo,
obtenido tras digestion enzimética con pepsina/pancreatina, empleando una columna
de afinidad con cobre inmobilizado. Estos investigadores reportaron un valor de
quelacion de 28, 36.7 y 45% evaluando 60 pg de cada fraccion (F1, F2 y F3). La
fraccion F1 present6 un alto contenido de Lis (11.5 g/100g de proteina) y Arg (24.9
g/100g) mientras que las fracciones F2 y F3 presentaron un alto contenido de His
(17.4 y 22.9 g/100g respectivamente) existiendo una correlacion positiva entre el

contenido de este aminoéacido y la capacidad quelante de cobre.

3. Propiedades nutracéuticas del garbanzo y sus productos

Se ha reportado que el consumo de garbanzo tiene algunos beneficios
fisiologicos que pueden reducir el riesgo de enfermedades cronicas tales como las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes tipo 2, enfermedades del aparato
digestivo y algunos tipos de cancer, asi como optimizar la salud. Por lo tanto, los
garbanzos podrian ser considerados como un "alimento funcional, ademas de su

reconocido papel de proporcionar proteinas y fibra (Jukanti y col 2012).
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a. Hipocolesterolémica

Se ha demostrado (Wood y Grusak 2007) que los compuestos polifenélicos en
garbanzo pueden tener efectos hipocolesterolémicos beneficiosos mediante la unién
con los lipidos y el colesterol. Los acidos ferulico y p-cumarico son polifenoles que se
encuentran en las semillas de garbanzo a bajas concentraciones, y se ha
demostrado que éstos reducen los niveles de lipidos en sangre en ratas (Sharma
1980, 1984). Ademas, se ha reportado (Vioque y col 2006) la presencia de péptidos
con funcion hipocolesterolémica. La ingesta de acido linoleico (predominante en
garbanzo) tiene un efecto beneficioso sobre el control de lipidos séricos (Jukanti y col
2012). El almidén resistente y la fibra dietaria tienen efecto en la reduccion del
colesterol (Cardador-Martinez y col 2002a, b). Se ha reportado que los alimentos
ricos en saponinas reducen el colesterol en plasma en un 16-24% (Thompson 1993).
El mecanismo de reduccion del colesterol es mediante la union al colesterol de la
dieta (Gestene y col 1972) o a los acidos biliares, aumentando asi su excrecion a
través de las heces (Sidhu y Oakenful 1986; Zulet y Martinez 1995). El 3-sitosterol (el
fitosterol dominante en garbanzo) es util en la disminucion de los niveles de
colesterol en suero y la incidencia de la cardiopatia coronaria (Ling y Jones 1995;
Clark 1996; Moreau y col 2002). Campos-Vega y col (2010) reportaron que
suplementos dietéticos a base de garbanzo redujeron significativamente el colesterol
sérico total y el colesterol de lipoproteinas de baja densidad en mujeres y hombres

adultos).
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b. Antidiabética

La inhibicion de enzimas que degradan el almidon por compuestos fenodlicos
presentes en garbanzo y su unidon con el almidon puede disminuir la respuesta
glicémica e insulina posprandial (Wood y Grusak 2007). El acido linoleico tiene un
efecto sobre la sensibilidad a la insulina, por lo que el consumo de garbanzo (que
contiene altos niveles de este acido) puede ser util para disminuir el riesgo de
enfermedades de resistencia a la insulina (Jukanti y col 2012). Los factores
antinutricionales presentes en garbanzo, como fitatos e inhibidores de amilasas
pueden afecar la digestibilidad del almidén en las legumbres, disminuyendo la
liberacion de glucosa en el torrente sanguineo, lo cual es benéfico para los pacientes
diabéticos (Zia-Ul-Haq y col 2007; Sharma y col, 2013). La fibra dietética y almidén
resistente ejercen un efecto protector sobre la diabetes, haciendo al almidon mas
resistente a la digestion en el intestino delgado, resultando en una menor
disponibilidad de la glucosa (Cardador-Martinez y col 2002a, b).

c. Antimutagénica

Los compuestos tales como la vitamina E, saponinas, acido fitico, acido linoleico,
genisteina y daizeina, que se encuentran comunmente en legumbres, exhiben una
actividad anti-mutagénica (Tavan y col 1997; Miyazawa y col 1999 Park y col 2003).
Se ha observado (Dominguez-Arispuro 2011) una actividad antimutagénica de
58.55% para garbanzo crudo tipo kabuli, la cual sufre un descenso en
procesamientos como extrusion (27.91%) y coccion (23.10%). En otras leguminosas,
como el frijol negro, se ha mostrado que los compuestos fendlicos poseen

propiedades antimutagénicas contra la aflatoxina B:1 (Ferndndez-Orozco 2005), el
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benzo[a]pireno y el 4-nitroquinoleina N-6xido (Hung 2006). Estas propiedades
también fueron encontradas en frijol Flor de Mayo, por Gonzéalez de Mejia y col
(1999), y en los cultivares Negro Altiplano, Negro Durango, Negro Sahuatoba, Flor de
Mayo Sol, Flor de Mayo Bajio y Flor de Mayo (Rocha-Guzman y col 2007).

d. Anticarcinogénica

Los componentes de la fibra dietética y el almiddn resistente tienen efectos
benéficos sobre distintos tipos de cancer (Cardador-Martinez y col 2002a, b). Las
dietas altas en fibra reducen los trastornos del intestino, tales como estrefiimiento,
diverticulitis y cancer. La fermentacion bacteriana (produccion de acidos grasos de
cadena corta tales como acético, propionico y butirico), estimula el crecimiento de las
células epiteliales del colon sanos y promovueven la muerte de las células tumorales
del intestino (Gurr y Asp 1994). Se ha reportado que el butirato suprime la
proliferacion celular (Cummings y col 1998) e induce la apoptosis (Mathers 2002), lo
gue puede reducir el riesgo de cancer colorrectal. Las dietas altas en fibra también
reducen el pH fecal, ayudando con ello a la excreciébn de los metabolitos de
proteinas, que son sustancias carcinégenas potentes (Binghams, 1990). Los
compuestos fendlicos y carotenoides se consideran posibles agentes para combatir
cancer (Aparicio-Fernandez 2006). Los inhibidores de proteasa han demostrado ser
anticancerigenos (Champ, 2002; Mathers, 2002) y el garbanzo generalmente
contiene de 1-16 mg/g de inhibidores de tripsina y 2-13 mg/g de inhibidores de

guimotripsina.
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e. Antihipertensiva

El acido linoleico, predominante en garbanzo, es biolégicamente importante
debido a su participacion en la produccion de prostaglandinas, que estan implicadas
en la reduccion de la presion arterial y constriccion del musculo liso (Aurand y col
1987). Adicionalmente, los fitoesteroles como el B-sitosterol son de ayuda en la
reduccion de la presion sanguinea (Ling y Jones 1995; Clark 1996; Moreau y col
2002).

En garbanzo, se ha reportado (Pedroche y col 2002; Yust y col 2003; Vioque y
col 2006; Aluko 2008b; Barbana y Boye 2010; Medina-Godoy y col 2012) la
presencia de péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina |. Entre
los péptidos activos presentes en el garbanzo, se encuentran los quelantes de hierro
y los antioxidantes, asi como péptidos hipoinmunoreactivos, con actividad antigénica
(Aluko 2008b). Mediante el ensayo de inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina | por biopéptidos obtenidos por hidrdlisis enzimatica de aislados de
proteina de garbanzo, Pedroche y col (2002) obtuvieron valores de ICso de190 pg/ml,
y en la caracterizacidon de los péptidos responsables de la actividad inhibitoria
encontraron la forma hexamérica de legumina, que es la principal globulina en
aislados proteicos; ademas, encontraron a trimeros de legumina y finalmente
mondmeros de subunidades af. El tratamiento de la legumina de garbanzo con
alcalasa produce un hidrolizado con actividad ICso inhibidora de la ECA de 0.18
mg/mL (Yust y col 2003); el fraccionamiento del hidrolizado mediante cromatografia
de alta resolucion de fase inversa produjo seis péptidos inhibidores, con composicion
de aminoacidos Met-Asp, Met-Asp-Phe-Leu-lle, Met, Met-Phe-Asp-Leu, Met-Asp-Leu

y Met-Asp-Leu, y un ICso de 21, 11, 20, 13, 21 y 13 pg/mL, respectivamente. Barbana
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y Boye (2010) reportaron un ICsp de 229 a 316 140 pg/mL y de 140 a 228 pg/mL para
tipos kabuli y desi, respectivamente. Medina-Godoy y col (2012) obtuvieron
hidrolizados de aislados de proteina y de fracciones de proteina (globulina y
albumina) con alcalasa, pancreatina y papaina, reportando un ICso de 0.01 — 37.33
png/mL, mostrando mayor actividad en los hidrolizados de globulina. Boschin y col
(2014) reportaron un ICso de 673 pg/mL en sus hidrolizados proteinicos.

En extractos fendlicos de harina de garbanzo, Sreerama y col (2012) reportan
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina I, con un valor de ICso de 61.3
pg/mL. Ademiluyi y Oboh (2013) también reportaron actividad antioxidante
relacionada con compuestos fendlicos en leguminosas (soya), obteniendo valores de

ICs0 de 143.26 pg/mL para fenoles ligados y de 159.74 pg/mL para fenoles libres.
H. FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

1. Generalidades

En términos generales, la fermentacion implica el empleo de microorganismos
para llevar a cabo transformaciones de la materia organica catalizadas por enzimas.
(Campbell-Platt 1994). La fermentacion realiza, por lo menos, cinco funciones en el
procesamiento de alimentos: (1) Enriquece la dieta humana a través del desarrollo de
una gran diversidad de sabores, aromas y texturas en alimentos; (2) Preserva
cantidades sustanciales de alimentos a través de las fermentaciones acido lacticas,
alcoholica, acido acética, fermentacion alcalina y fermentaciones altas en sal; (3)
Enriqguece los sustratos alimenticios biologicamente con vitaminas, proteinas,
aminoacidos esenciales y acidos grasos esenciales; (4) Mejora la seguridad del

alimento a través de la inhibicién de patdégenos y remueve compuestos toxicos y (5)
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Disminuye los tiempos de coccion y requerimientos de energia (Steinkraus 2002;
Bourdichon y col 2012).

La fermentacion en estado solido ha sido definida como un proceso
biotecnoldgico que consiste en el crecimiento de microorganismos sobre sustratos
sélidos (ej. granos) en ausencia, o casi ausencia, de agua libre superficial; sin
embargo, el sustrato debe poseer la suficiente humedad para permitir el crecimiento
y la actividad metabdlica del microorganismo (Pandey 2003). La matriz sdlida podria
ser la fuente de carbono (y otros nutrientes), o podria ser un material inerte para
apoyar el crecimiento de los microorganismos en él (impregnado con solucion para
su crecimiento) (Thomas y col 2013). El contenido de agua varia entre 40-80%, en
comparacion a contenidos de mas del 95% de agua en una fermentacién tipica en
estado liquido (Mussatto y col 2012).

La fermentacion en estado soélido posee ciertas ventajas sobre las
fermentaciones sumergidas, entre las que se puede mencionar: 1) Pocos
requerimientos de agua y energia, 2) Altos rendimientos, 3) Generacion de pocos
deshechos con menor riesgo de contaminacion bacteriana, 4) Bajo costo, 5) Mejora
el valor nutricional y sensorial, ademas de ser una tecnologia amigable con el medio
ambiente (Paredes-Lopez y Harry 1989; Ali y Zulkali 2011). La principal desventaja
es la naturaleza heterogénea del medio debido a la estructura irregular del sustrato,
dificultando el mezclado, lo que conlleva a problemas en el control de algunos
parametros como pH y temperatura (Chen y Qiu 2010).

El potencial de la FES es que esta proporciona al microorganismo a ser cultivado
un ambiente lo mas cercano y parecido al entorno natural donde habitualmente

existen y de donde son aislados. Esto aparentemente es de los principales factores
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por los cuales los microorganismos se desempefian bien y dan productos de mayor
rendimiento en comparacion con la fermentacioén liquida (Thomas y col 2013).

2. Tempe

a. Origen e historia

Los alimentos producidos por fermentacion en estado solido son diversos; uno de
los mas importantes es el alimento de origen Indonés (en aquél entonces Java
central y oriental), denominado tempe (Agosin y col 1989; Hachmeister y Fung 1993).
La més antigua referencia en la literatura data de los afios 1800, pero se cree que ha
evolucionado mucho antes de este tiempo. Este utiliza tradicionalmente como
sustrato soya y como inéculo Rhizopus oligosporus (Astuti 2000; Feng y col 2007).

b. Caracteristicas

La fermentacién se lleva sobre sustratos como cereales y leguminosas, que son
penetrados y unidos por un micelio denso algodonoso de color blanco, en el cual el
sustrato se encuentra embebido; generalmente se lleva a cabo por el hongo
Rhizopus oligosporus (Nout y Kiers 2005). Como producto final se forma un pastel
blanco-grisaceo que posee un aroma agradable similar al de champifién o de nuez
(Nout y Rombouts 1990). Este se frie o cocina para ser utilizado en una gran
variedad de platillos. El producto frito tiene un color café oscuro agradable (Fung y
Crozier-Dodson 2008). Su sabor no es &cido y no contiene grandes cantidades de
alcohol. Algunas de las razones principales por las que el tempe es ideal como
alimento en paises en desarrollo como fuente de proteina de calidad econémica son:
(1) La tecnologia para producirlo es simple y de bajo costo, ademas de amigable con

el medio ambiente, (2) Los ingredientes solamente son granos de cereales,
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pseudocereales o leguminosas, (3) El clima calido o tropical caracteristico de muchos
paises en desarrollo facilita la fermentacién para la produccién de tempe y (4) La
sencillez y brevedad (24-48 h) de la fermentacion en comparacion de otros alimentos
fermentados que requieren hasta meses (Shurtleff y Aoyagi 2001; Ali y Zulkali 2011;

Mussato y col 2012)

c. Sustratos

La soya es el sustrato mas comun y preferido para la elaboracion de tempe. Sin
embargo, otros sustratos han sido utilizados, como garbanzo (Reyes-Moreno y col
2000, 2004; Angulo-Bejarano y col 2008; Abu-Salem y Abou-Arab 2011; Sanchez-
Magarfa y col 2014), frijol (Kiers y col 2000; Reyes-Bastidas y col 2010; Guzman-
Uriarte y col 2013; Rochin-Medina y col 2015), cebada (Eklund-Jonsson y col 2006;
Feng y col 2007), avena (Eklund-Jonsson y col 2006), sorgo (Mugula y Lyimo 2000) y
trigo (Hachmeister y Fung 1993).

Los sustratos utilizados en FES difieren en gran medida en la composicion,
naturaleza quimica, propiedades mecanicas, el tamafio de particula (incluyendo inter-
e intra-espacios de particulas), la capacidad de retencidon de agua, area superficial,
etc. Estos factores afectan el disefio del proceso en general y el desarrollo de
productos (Thomas y col 2013).

Todos los sustratos utilizados en FES tienen una caracteristica en comun: su
estructura macromolecular (celulosa, almidon, pectinas, lignocelulosa, fibras, etc) que
le confiere propiedades de sdlido al sustrato, logrando proveer de una matriz inerte
en donde se absorbe la fuente de carbono y energia (azlcares, lipidos, acidos

organicos y carbohidratos). En general, el sustrato debe tener una gran area de
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superficie por unidad de volumen (102 a 10° m?/cm?), de modo que las particulas mas
pequefias de sustrato proporcionan una mayor superficie para el ataque microbiano,
rindiendo mas productos, incremento de la biomasa y transformacion del sustrato. Un
menor tamafio permite el intercambio de gases (aire-humedad-dioxido de carbono), y
la transferencia de calor y masa, pero a un tamafio menor de 103, se puede dar lugar
a la aglomeracion de sustrato, de modo que los sustratos presentan poca porosidad
gue limita el crecimiento y utilizacion del sustrato, lo que reduce el area de superficie
efectiva (Raimbault 1998; Pandey y col 1999).

d. In6culos

La microflora del tempe tradicional es el resultado de la fermentacion de una
mezcla de cultivo mixto de microorganismos, incluyendo hongos, levaduras,
bacterias acido lacticas y otras bacterias diferentes (Steinkraus, 2002; Nout y Kiers
2005). El impedimento del crecimiento de microorganismos causantes de deterioro
se debe a la acidificacién del sustrato por parte de las bacterias lacticas durante el
remojo (Nout y col 1987; Ashenafi y Busse 1991).

En general, los cultivos de hongos y levaduras han sido considerados como los
microorganismos adecuados para la FES. Esto se ha basado fundamentalmente en
el concepto tedrico de la actividad de agua, como los hongos y las levaduras tienen
requisitos de actividad de agua mas bajos (0.5 a 0.6) mientras que los cultivos
bacterianos tienen un mayor requerimiento de actividad de agua (0.8 a 0.9). Sin
embargo, se han descrito un gran nimero de bioprocesos en estado sélido a base de
bacterias. La eleccion del microorganismo debe estar vinculado con la seleccién del

sustrato y el producto que se desea obtener (Thomas y col 2013). Los hongos
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filamentosos son los microorganismos mas importantes utilizados en este tipo de
fermentacion, debido a sus propiedades fisioldgicas, enzimaticas y bioquimicas.
Estos microorganismos se adaptan facilmente debido al crecimiento en hifas, buena
tolerancia a actividades de agua bajas y condiciones de presion osmatica elevada, o
gue los vuelve eficientes y competitivos para la bioconversion de sustratos solidos
(Raimbault, 1998). Se reconoce en la literatura el uso de dos tipos fundamentales de
inéculo en la FES con hongos: micelio o esporas. Moore y Prior (1993) entre otros
han reportado el uso del micelio, cuyas principales ventajas como inéculo son: mejor
competitividad del hongo, reduccion de la posible colonizacién del sustrato por
microorganismos contaminantes y colonizacion mas rapida debido a que se reducen
los tiempos de incubacion, principalmente la fase de latencia. Bosch y col (1995)
reportan el uso de suspensiones de esporas, cuya ventaja principal es la reduccién
de costos en la etapa de propagacion del microorganismo.

1) Rhizopus oligosporus

El género de mayor importancia en la produccion de tempe es Rhizopus spp con
diferentes especies como R. microsporus, R. oryzae y R. oligosporus (Nout y Kiers
2005). Rhizopus oligosporus pertenece al reino Fungi, phylum Zygomycota, orden
mucorales, familia MUCORAEAE, género Rhizopus. Algunas de sus caracteristicas
morfolégicas ayudan en la diferenciacién entre dichas especies. Las hifas pueden ser
0 no septadas (6-15 um en didmetro), las esporangiosporas son de color café y no
presentan ramificacion, encontrandose solas o formando racimos; los rizoides se
localizan en el punto de unién entre el estolén y esporangiospora. El esporangio (40-

350 um en diametro) se localiza en la punta de la esporangiospora, su forma es
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redonda con bases aplanadas. Presentan esporangiospora unicelular, de forma
redonda a ovalada, la textura es de suave a estriada (Larone 1995).

El crecimiento de las hifas proporciona al hongo la capacidad de penetrar en la
mayoria de los sustratos solidos hasta 1 mm o 25% del cotiledén, manteniéndolos
unidos (Hutkins 2006); secretando en la punta de la hifa las enzimas hidroliticas que
penetran directamente en el sustrato. Estos hongos tienen la capacidad de crecer
rapidamente a temperaturas relativamente altas (37-45°C) y condiciones de
humedad alta (60-80%). El hongo utiliza el oxigeno disponible y produce COz2, que
inhibe el crecimiento de microorganismos contaminantes. Gracias a la combinacion
de pH relativamente bajo, agua no libre y temperatura alta en la masa del sustrato,
Rhizopus oligosporus puede desarrollarse rapidamente (Miszkiewicz y col 2004).
Este hongo se considera un microorganismo seguro (GRAS) por la FDA.

Las caracteristicas de las cepas de Rhizopus que debe presentar para la
produccion de tempe son las siguientes: (1) Rapido crecimiento a 37°C, (2) Actividad
lipolitica alta, (3) Capacidad antioxidante, (4) Habilidad para producir sabor, aroma y
textura tipica del tempe, (5) Inhabilidad para fermentar sacarosa y (6) Actividad
proteolitica alta, dando como resultado amonio libre después de 48 o 72 h de
fermentacion. Ademas de cualidades como la biosintesis de vitamina B12 e inhibicion
de la produccion de aflatoxinas (Steinkraus 1995). El crecimiento de aflatoxinas B1
de Aspergillus flavus y A. parasiticus se ven inhibidas por R. oligosporus (Nout y

Rombouts 1990).
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a) Actividad enzimética

Rhizopus oligosporus sintetiza varias enzimas durante la fermentacion, las
cuales actuan sobre los lipidos, polisacaridos y proteinas del sustrato, e hidrolizan el
material crudo mejorando su textura, sabor y aroma (Nout y Rombouts 1990), como
la fitasa, que hidroliza al acido fitico, siendo los principales productos finales de la
accion de la fitasa el acido fosforico y mioinositol (Sabu y col 2002) de modo que
aumenta la biodisponibilidad de minerales, solubilidad y digestibilidad de proteinas
(Reddy y Pierson 1994). Otra enzima sintetizada por este hongo es la lipasa, que
hidroliza la tercera parte de los lipidos neutros durante la fermentacién, produciendo
acidos grasos libres como el palmitico, esteérico, oleico, linoléico y linolénico. El
contenido de lipidos disminuye durante la fermentacion, ya que éstos son utilizados
por Rhizopus spp en su metabolismo (Ruiz-Teran y Owens 1996; Wiesel y col 1997).

También se ha reportado (Raimbault 1998) la produccion de glucoamilasa y a-
amilasa durante la fermentacion, que se relacionan con la degradacion del almidén y
la B-glucosidasa, que cataliza la hidrdlisis de B-D-glucésidos, asi como glucosidos
con sélo restos de carbohidratos (Woodward 1982; Wei y col 1996; Sharmila y col
1998).

3. Manufactura de tempe

El proceso general de produccion de tempe incluye: limpieza, hidratacion y
fermentacion lactica, descascarillado, coccién parcial, drenado/enfriado, inoculacién,

colocacion en contenedores e incubacion.
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a. Limpieza

La limpieza se lleva a cabo para la remocion de granos sucios, quebrados,
dafiados y descompuestos, asi como materia extrafia presente.

b. Remojo

Durante el remojo los granos se remojan en exceso de agua por 12 o 15 h a
temperatura ambiente, lo que facilita la penetracion del micelio. Durante la
fermentacion acida bacteriana se observa una disminucién del pH de los granos en
un rango de 5.3 a 4.5, lo que previene el desarrollo de bacterias indeseables mas no
afecta el crecimiento de Rhizopus. El crecimiento del hongo es estable en un pH

mayor a 3.5 y mas lento cuando se acidifica a pH mas altos (Dinesh y col 2009).

c. Descascarillado
El hongo no puede crecer en grano entero, por lo que se procede a una etapa de
descascarillado manual o por abrasion mecénica, de modo que el hongo pueda

alcanzar los nutrimentos de los cotiledones (Roubos van den Hil y col 2010).

d. Coccion parcial

La coccion parcial se aplica durante un tiempo que varia de 10 min a 3 h, a
temperatura de ebullicion, con el fin de destruir la contaminacién de bacterias que
puedan interferir con la fermentacion, destruir factores antinutricionales y liberar
algunos nutrientes requeridos para el crecimiento del hongo (Steinkraus y col 1965).

e. Drenado/enfriado

El agua de coccidn es retirada y los cotiledones son extendidos en bandejas de

bambu, mallas de alambre o cestos perforados. Un inapropiado drenado reduce la
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vida de anaquel del producto, pues el exceso de agua favorece el crecimiento

microbiano (Winarmo y Reddy 1986; Steinkraus 1995).

f. Inoculacién

Para la inoculacién se pueden obtener inéculos a travées de fuentes como: (1)
Lote previo de tempe, (2) Cepas puras liofilizadas o suspendidas en agua. Wang y
col (1975) reportaron que para una fermentacion 6ptima se obtienen resultados

satisfactorios con 1 x 108 esporas/100 g de sustrato cocido.

g. Contenedores de fermentacion

Enseguida, se procede a la colocacién en contenedores, los cuales deben ser
apropiados para el acceso de oxigeno para el crecimiento del hongo, pero sin
promover la esporulacion y oscurecimiento del micelio. Durante esta etapa se puede
controlar la temperatura de fermentacion. No existe agua libre en contacto con el
grano y la fermentacion se lleva a cabo en condiciones higiénicas (Steinkraus 1995).

Hoy en dia se utilizan bolsas de plastico, tubos flexibles (tripas) o cajas de
plastico duro con orificios para permitir el crecimiento aerdbico del hongo (Roubos
van den Hil 2010).

h. Incubacion

Finalmente, en la incubacion deben cuidarse la temperatura (25-37°C), el tiempo
de fermentacion y la humedad relativa. El tiempo requerido para llevar a cabo la
fermentacion disminuye cuando aumenta la temperatura (Steinkraus 1995; Nout y
Kiers 2005). La humedad relativa reportada como oOptima (Usmani y Noorani 1986)

es de 60-65%, mientras que a >75% se da una esporulacion indeseable.
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4. Cambios quimicos durante la elaboracién de tempe

Durante la FES el micelio de Rhizopus spp penetra dentro de varias capas de
células donde secreta enzimas hidroliticas, invade el material intercelular y puede
llegar a solubilizarse por la actividad de sus enzimas extracelulares, por lo que
durante el bioprocesamiento ocurren cambios quimicos y bioquimicos que mejoran la
calidad nutricional y sensorial del tempe (Nout y Rombouts 1990). EI Cuadro 6

muestra el efecto de la fermentacion de leguminosas sobre composicion la quimica.

a. Proteinas

Se ha reportado que durante la fermentacidn existe un pequefio incremento en el
contenido de proteina del tempe con respecto al grano sin procesar (Hutkins 2006).
Reyes-Bastidas (2008) observé que tras un proceso de fermentacion en estado
sélido de garbanzo a 34.9°C y 51 h, el tempe contenia un mayor porcentaje de
proteina cruda (25.93 + 0.59%) que la harina de garbanzo integral (22.42 + 0.69%).
En cuanto a la proteina verdadera, esta fue de 19.55 + 0.12% para la harina integral,
aumentando a 20.43 = 0.17% en el tempe; asimismo, los resultados de Sanchez-
Magarfa (2014) concuerdan con lo anteriormente dicho, observandose un incremento
de 23.8-31% en tempe de garbanzo procesado por 108 h.

a. Lipidos

Tras la FES en garbanzo realizada por Reyes-Bastidas (2008), se observé que el
tempe contenia un menor porcentaje de lipidos (4.14 £ 0.06%) que la harina de

garbanzo integral (6.23 £ 0.04%).
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Cuadro 6. Efecto de la fermentacion de leguminosas sobre la composicion quimica

Composicion Frijol comun Garbanzo
quimica (%, bs)
Crudo Tempe Crudo Tempe
Proteina cruda 23.06-25.36 28.06-29.54 20.09-24.63 26.1-28.85
Proteina 19.61 21.40 19.70 25.70
verdadera
Lipidos 1.64 1.01 5.71-6.1 2.6-2.84
Cenizas 4.47 2.56 2.98-3.3 2.0-2.10
Carbohidratos 70.83 68.37 64.6-69.8 64.53-69.3
Almidon total - - 49.2 48.4
Almidoén resistente 2.41 5.55 1.75-2.07 4.24-7.60
Fibra dietaria total 16.02 35.83 21.64-27.64 29.76-34.1
Soluble 4,74 13.32 4.85-6.35 9.24-16.84
Insoluble 11.30 22.51 17.72-20.36 16.67-21.11
Acidos grasos (%
en aceite)
Linoleico - - 63.40 59.36
Palmitico - - 8.33 9.66
Estearico - - 28.20 30.82
Oleico - - Trazas Trazas

Recopilado por Sanchez-Magafa (2014)
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Al poseer R. oligosporus una fuerte actividad lipolitica, provoca la liberacion de
acidos grasos libres, como resultado de la hidrdlisis de mas del 30% de lipidos
neutros, con una utilizacion preferencial de acido a-linolénico, de tal modo que se
reporta una disminucion de los acidos grasos unidos a glicerol y se reporta un ligero
aumento de acidos grasos C18:1 (oleico) y C18:2 (linoleico) a expensas de C18:3

(linolénico). (Wagenknecht y col 1961; Agranoff 1999).

b. Carbohidratos

Durante el remojo, coccion y fermentacion, los azlicares como fructosa, rafinosa y
estaquiosa presentes en la pared celular se ven eliminados (Mulyowidarso y Bukle
1991; Egounlety y Aworh 2003). Los carbohidratos insolubles (pectina, celulosa,
hemicelulosa) se degradan parcialmente por las enzimas del hongo, lo que aumenta
su solubilidad en agua (Kiers y col 2000). Entre las carbohidrasas principales de R.
oligosporus en tempe se incluyen poligalacturonasas, celulasas, xilanasas y
arabinasas (Sarrette y col 1992).

Egounlety y Aworh (2003) reportaron que los contenidos de galactosa, glucosa,
fructosa y maltosa incrementan durante las primeras horas de fermentacion (30 y 36
h) mientras que los oligosacaridos de la familia de la rafinosa sufrieron un
decremento. Reyes-Bastidas (2008) reporta un descenso en el contenido de
carbohidratos, de 59.30 + 0.54% para harina integral de garbanzo a 57.87 + 0.66%
para el tempe. Angulo-Bejarano y col (2008) reportan un contenido de almidén total
mayores en garbanzo sin tratamiento (49.2g/100g, bs) que en el grano fermentado
(48.49/100g, bs), debido a la remocion parcial de constituyentes no almidonosos

durante la FES.
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c. Fibra dietaria total

Sanchez-Magafa (2014) reporta un incremento en un 29.6% del contenido de
fibra dietaria total de garbanzos procesados por FES, tras 108 h de fermentacion.
Estos cambios pueden atribuirse a la lixiviacion de compuestos durante el remojo y
coccion y por el crecimiento del hongo, que se acompafia del consumo de
carbohidratos y lipidos como fuente de energia y el desarrollo de un micelio rico en
fibra (Shurtleff y Aoyagi, 1979)

d. Almidon resistente

Angulo-Bejarano y col (2008) reportan que la harina de tempe de garbanzo
mostré mayores valores de almidon resistente (AR) que el garbanzo sin fermentar
(7.6 y 1.9 g/100g, bs, respectivamente); estos resultados concuerdan con lo
reportado por Sanchez-Magafia (2014), quien observé un aumento de AR de 1.91%
a 4.5% tras el bioprocesamiento por 108 h, debido a que la gelatinizacion y la
retrogradacion del almidon son procesos importantes que gobiernan la formacion de
almidon resistente; durante la FES el contenido de humedad y la temperatura de
coccion permiten la formacion de enlaces de hidrégeno entre las cadenas

moleculares dentro del granulo de almidén.

e. Vitaminas y minerales

En un estudio realizado por Steinkraus y col (1961) se encontr6 que en el
proceso de la elaboracion de tempe, la riboflavina se duplica, la niacina se
incrementa siete veces y la actividad de la cobalamina aumenta 33 veces. Por otro
lado, la tiamina disminuye por el efecto térmico del tratamiento y el tiempo de

fermentacion. Kao y Robinson (1978) también reportaron que las vitaminas solubles,
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con excepcion de la tiamina, sufren un incremento en tempe elaborado a partir de
garbanzo. Se ha encontrado (Keuth y Bisping 1993) que Rhizopus spp tiene un
efecto positivo sobre el crecimiento bacterial de Citrobacter freundii y Klebsiella
pneumoniae, las cuales se han utilizado para la produccion de vitamina Bi2. En
cuanto al folato, se ha reportado (Arcot y col 2002) que el remojo, cocimiento y sobre
todo, la lixiviacion, causan una pérdida significativa de esta vitamina.

Reyes-Bastidas (2008) observé una disminucion en el contenido de cenizas de
harina de garbanzo integral (3.14 = 0.01%) respecto al tempe (1.98 + 0.07%). Esto
puede atribuirse a la etapa de remojo en medio acido, donde ocurre lixiviacion de
electrolitos y pérdida de sdlidos, asi como la consecuente migracion al medio de
remojo de algunos nutrimentos y componentes indeseables hidrosolubles y la etapa
de coccién en medio acido, donde se da una liberacion parcial de calcio y magnesio

al medio de coccion (Laurena y col 1986).

5. Efecto de la FES de leguminosas sobre el valor nutricional
En el Cuadro 7 se muestra el efecto de la fermentacion de leguminosas sobre el

valor nutricional.

a. Perfil de aminoéacidos

Stillings y Hackler (2007) observaron un incremento en el contenido de
aminoacidos libres y nitrégeno conforme el tiempo de fermentacién se incrementa.
Esto indica que el microorganismo libera aminoacidos, como lisina, metionina y
triptéfano, durante la digestion al romper las proteinas y, ademas, digiere

aminoacidos liberando nitrégeno soluble.
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Cuadro 7. Efecto de la fermentacion de leguminosas sobre el valor nutricional

Aminoacido Garbanzo Frijol comun FAO
esencial (g Crudo Tempe Crudo Tempe (2013)2
AAE/100g
proteinal)

Histidina 2.43 2.54 2.45 2.62 2.0
Isoleucina 3.19 3.56 3.09 3.33 3.2
Leucina 7.14 7.22 7.21 7.18 6.6
Lisina 6.39 6.09 6.52 6.31 5.7
Metionina + 2.18 2.59 2.28 2.51

A 2.7
Cisteina
Fenilalanina + 8.80 9.87 8.55 9.39 59
Tirosina '
Treonina 3.46 3.85 3.52 3.78 3.1
Triptéfano 1.10 1.06 1.23 1.14 0.9
Valina 3.54 3.76 3.53 3.69 4.3
AAETLb 38.23 40.5 33.9
AAE limitante! Met + Cys Trp Met + Cys -
Calificacion 0.87 0.96 91 100
quimical
PER? ¢ 1.59+0.08 2.31+0.10
NPR2 d 265+0.06 3.02+0.10
C-PER® 2.¢ 1.54+0.07 2.21+0.08 - -
PDCAAS 2f 0.73+£0.05 0.92+0.02 - -
Digestibilidad in 72.2+0.11 83.2+0.10 69.25 75.14

vitro (%)>?
Digestibilidad in

vivo (%)?
Aparente 81.10+14 86.20+1.3 - -
Verdadera 83.70+1.1 88.80x15 - -

1Reyes-Bastidas (2008); 2Angulo-Bejarano y col (2008). 2 Patrén de aminoacidos recomendado para
nifios (0.5 - 3 afios), ® Aminoacidos esenciales totales, ¢ Relacién de eficiencia proteica, ¢ Retencion
de proteina neta, ¢ Relacion de eficiencia proteica calculada, f Puntaje de aminoacidos corregido por
digestibilidad proteica
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Otros autores indican que algunos aminoacidos esenciales son afectados durante
las primeras 24 h de fermentacion, y largos periodos del bioprocesamiento resultan
en una pérdida de treonina, lisina y arginina en 8.9%, 25% y 13.5%, respectivamente
(Fung y Crozier-Dodson 2008). Reyes-Bastidas (2008) reporta en garbanzo una
mejora sustancial en general del contenido de aminoacidos esenciales como
consecuencia del proceso de FES, viéndose los niveles de lisina y triptofano
disminuidos. Angulo-Bejarano y col (2008) también observaron en garbanzo una
mejora en el contenido de aminoacidos esenciales; el contenido de lle, aminoacidos
azufrados totales (Met + Cys), aromaticos (Phe + Tir), y Thr se incrementaron
significativamente.

a. Digestibilidad

La fermentacion realiza una pre-digestion de los macronutrientes del sustrato
(Mugula y Lyimo 2000) gracias a proteasas secretadas por el hongo (Erdmann y col
2008). Tras la hidrdlisis enzimatica, las proteinas se desdoblan y disocian,
exponiendo regiones hidrofébicas (Molina y col 2001, Cui y col 2013) por lo que, de
esta manera, pueden ser facilmente digeridas por enzimas digestivas, tales como
pepsina y tripsina; mientras mas pre-digerida se encuentre la proteina, mas alta sera
la digestibilidad (Ghe y Zhang 1993; Cui y col 2013). Se ha observado que la
digestibilidad in vitro de soya Y frijol aumenta durante la coccién y la fermentacién de
37 a 45% y 15 a 41%, respectivamente (Kiers y col 2000). Se reporta un
comportamiento parecido en tempe producido a partir de sorgo mezclado con
garbanzo y frijol comun, en una fermentacién realizada a 30°C por 24 y 30 h

utilizando como in6culo al hongo R. oligosporus, cuya digestibilidad proteica in vitro
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aumentd de 10 a 14%, la calificacion quimica de aminoacidos de 62 a 69% vy la
energia aportada por proteina de 14 a 16% (Kiers y col 2000). Angulo-Bejarano y col
(2008) reportan un incremento en la digestibilidad in vitro tras la fermentacion de
garbanzo (72.20% vs 83.20%), debido a la eliminacion de factores antinutricionales
tras la FES y desnaturalizacion proteinica durante la coccion.

b. Valor biolégico de las proteinas

El valor nutricional de los distintos tipos de proteinas difiere segun sea su
composicién de aminoacidos, relacion de aminoacidos esenciales, susceptibilidad a
hidrolisis durante la digestion, fuente y efectos de procesamiento (Friedman 1996).
Reyes-Moreno y col (2000a) al optimizar las condiciones de proceso de FES en
garbanzo observaron un incremento en digestibilidad proteinica in vivo, PER, NPR,
C-PER y PDCAAS bajo las condiciones ¢éptimas de 34.9°C y 51 h de fermentacion.
Reyes-Bastidas (2008) observd un incremento en el C-PER de tempe de garbanzo
en relacibn a la harina de garbanzo integral, asi como un incremento en la
calificacion quimica tras el proceso de fermentacion. Los resultados de Angulo-
Bejarano y col (2008) concuerdan con lo anteriormente descrito, obteniendo valores
de PER, C-PER, NPR y PDCAAS mayores para garbanzo fermentado en

comparacion a los del grano sin tratar.

6. Efecto de la FES de leguminosas sobre niveles y perfiles de fitoquimicos
El Cuadro 8 muestra el efecto de la fermentacion en las leguminosas sobre
fitoquimicos. Los factores antinutricionales termolabiles como inhibidores de tripsina
y lectinas son lixiviados o inactivados durante el remojo, coccion e hidrolisis

enzimatica microbiana, mejorando la calidad nutricional del producto fermentado
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Cuadro 8. Efecto de la fermentacion de leguminosas sobre fitoquimicos

Compuesto bioactivo Frijol comun Garbanzo
Crudo Tempe Crudo Tempe
Fendlicos totales (mg/100g) 192.3 431.33 221-269.38  836%8.52
Fenolicos libres (mg/100g) 35.91 190.47 93 631+15.52
Fendlicos ligados (mg/100g) 156.46 240.86 128 205+7.12
Taninos (mgEC/qg) - - 4.63 1.24
Inhibidores de tripsina (mgTI/g) - - 10.96 1.12
Acido fitico (mg/g) 6.84 2.85 7.98-10.8 1.1-2.30
Semillas de tubérculo africano
Oligosacaridos Cruda Sin testa Remojo Coccion Tempe
(9/1009)
Rafinosa 0.57 0.48 0.35 0.26 0.02
Estaquiosa 2.15 2.30 1.88 1.38 0.06
Verbascosa 0.14 0.16 0.15 0.1 0.02
Total 2.85 2.94 2.38 1.77 0.1
Tempe de soya
Isoflavonas (mg/100 g) Soya cruda Soya Soya  Germen de
(1g/100g)? amarilla negra soya
amarilla
desgrasada
Agliconas totales 15.7 17.4 382.6
Diazieina 8.0 6.8 206.1
Gliciteina 0.5 0.7 144.5
Genisteina 460-1820 7.2 9.9 32.0
Total de glucésidos 87.0 85.8 494.5
Daizina 1.7 3.3 25.5
Glicitina 0.4 1.0 59.7
Genistina 200.6-968.1 6.4 18.7 21.0
Malonildaidzina 30.2 14.3 171.2
Malonilglicitina 1.4 2.7 98.3
Malonilgenistina 41.8 38.5 44.0
Acetildaidzina 0.9 1.3 20.8
Acetilglicitina 2.6 0.2 10.6
Acetilgenistina 1.6 5.8 43.4
Isoflavonas totales 102.7 103.2 877.1

Recopilado por Sanchez-Magafia (2014). @ mg EAG/100 g muestra, bs; tras 108 h de fermentacion.
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(Reyes-Moreno y col 2000a, b; Reyes-Bastidas y col 2010; Roubos van den Hil
2010). Los microorganismos Aspergillus spp. y Rhizopus spp. utilizados en la FES
producen la enzima fitasa, que cataliza la hidrdlisis del acido fitico a fésforo organico
y ésteres fosféricos de mioinositol (Wang y col 1980; Sutardi y Buckle 1985; Nair y
Duvnjak 1991; Mugula 1992; Al-Asheh y Duvnjak 1994). Los taninos son reducidos
en la etapa de descascarillado debido a su localizacion en la testa; sin embargo,
otros autores han reportado que en el proceso de fermentacion existe un incremento
de taninos debido a la actividad del microorganismo (Muralami y col 1984;
Barampama y Simard 1993; McCue y col 2003; Randhir y col 2004a; Lin y col 2006).
Se sabe que la enzima fungica B-glucosidasa juega un papel importante en la
movilizacion de los compuestos fendlicos durante el bioprocesamiento (McCue y col
2003; Randhir y col 2004a, b; Chaiyasut y col 2010; Cheng y col 2013; Handa y col
2013), catalizando la liberacion de agliconas del sustrato, incrementando de esta
forma el contenido fendlico. El tipo y niveles de isoflavonas generadas durante la
fermentacién dependen del in6culo y de la accion catalitica de la B-glucosidasa
durante el proceso de FES (McCue y col 2003). Lee y col (2008) y Juan y Chou
(2010) encontraron un incremento en antocianinas y flavonoides en frijol negro y
soya negra bioprocesados por FES, respectivamente. El proceso de preparacion de
tempe conduce a pérdidas del 76% del contenido total de isoflavonas.
Aproximadamente 12% son perdidas por lixiviacion (remojo y descascarillado) y el

49% durante la coccion (Chaiyasut y col 2010).
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7. Efecto de la FES de leguminosas sobre propiedades nutracéuticas

El Cuadro 9 muestra el efecto de la fermentacién de leguminosas sobre su
actividad antioxidante y propiedades nutracéuticas.

a. Actividad antioxidante

Recientemente ha incrementado el interés en antioxidantes en alimentos
fermentados, asi como sus propiedades nutracéuticas y efectos benéficos. Se ha
reportado que la actividad antioxidante incrementa después del bioprocesamiento
(McCue y col 2003; Lee y col 2008; Reyes-Bastidas y col 2010; Maiti y Majumdar
2012; Salar y col 2012; Cheng y col 2013; Guzman-Uriarte y col 2013; Sanchez-
Magafa y col 2014; Rochin-Medina y col 2015). Ademas, se observa una mayor
estabilidad contra la peroxidaciéon de lipidos, debido a la presencia del antioxidante
acido 3-hidroxiantranilico (HAA), el cual sélo es producido durante la incubacién con
Rhizopus oligosporus (Esaki y col 1996). Guzman-Uriarte (2013) y Sanchez-Magafia
(2014) observaron un incremento en la actividad antioxidante correspondiente a
fitoquimicos libres, ligados y totales en el frijol y garbanzo bioprocesado,
respectivamente, en comparacion al crudo; esta actividad antioxidante se vio
incrementada conforme aumentaba el tiempo de fermentacion. La fermentacion en
estado sdlido incrementa el contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de semillas procesadas con el hongo, lo que incrementa el potencial de
funcionalidad relacionada con la salud de estos alimentos (Madeira-Junior y col 2013;
Sanchez-Magafia y col 2014; Torino y col 2013). El incremento de la actividad

antioxidante de alimentos basados en granos fermentados durante la FES se debe al
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Cuadro 9. Efecto de la fermentacion de leguminosas sobre su actividad antioxidante y propiedades nutracéuticas

Propiedad Valor Propiedad Valor Propiedad Soyanegra Tempe
Hipocolesterolémico y Antes del Después Antimutagénica S. typhimurium S. typhimurium
Antihipertensiva (inhibicion de ECA) antilipémico (mg/Dl) tratamiento del (% de TA100 TA98
tratamiento inhibicién) Nitrog BenP Nitrog BenP
Soya cruda 94.95% Colesterol LDL Soya negra
Soya fermentada (6 95.55% Okara 20.6 23.9 5 mg/plato 41 63 58 44
dias)
Soya cruda (ICso) 5.3 mg/mi Tempe de okara 19.7 14.0 2.5 mg/plato 23 55 54 30
Soya fermentada (ICso) 0.61 mg/ml | Colesterol HDL 1.25 mg/plato 11 29 45 23
Hidrolizado frijol (ICso) 79.22 pg/ml | Okara 84.3 77.8 0.525 mg/plato 2 5 28 9
Hidrolizado tempe de 0.0117pg/ml | Tempe+harinatlecitina Aumento de 24% en | Tempe de soya
frijol (ICso) +aceite vegetal+fibra pacientes negra
Tempe de okara 87.2 81.8 5 mg/plato 82 85 74 64
TCL 2.5 mg/plato 61 65 56 42
Okara 141 140 1.25 mg/plato 48 40 35 25
Antidiabética (inhibicion de a- | Tempe de okara 144 148 0.525 mg/plato 32 21 28 6
amilasa)
Soya cruda 1.99 % Antioxidante DPPH (IC50)  B-Caroteno (% inhibicién) ORAC! ABTS!
Soya fermentada (6 2.08 % Frijol crudo 20.09% 19.85%
dias)
Frijol africano ~65 % Tempe de frijol 42.99% 37.83%
Tempe frijol africano (4 ~80 % Soya cruda 45.64
dias)
Tempe frijol africano ~85 % Soya fermentada (10 18.83
(12 dias) dias)
Garbanzo 3.56 3.56 2,019+10 517+24
Tempe de garbanzo  5.77+0.24 | Frijol fermentado? 10,160+212 ¢ 6,207+286 ¢
(108 h)
Antidiabética  (inhibicion de a- | Frijol crudo® 4,383+13 4,992+325
glucosidasa)
Soya cruda ~1 % Frijol fermentado® 7,308+1174 7,298+3891
Soya fermentada (6 1.1 % Garbanzo crudo?® 23.85+2.43%° 3,032 1,478
dias)
Garbanzo 2.94 Garbanzo fermentado? 36.17+5.35%° 10,040+438¢ 6,837+342¢
Tempe de garbanzo 4.36+0.28 Garbazno crudo® 2192 1820
(108 h)
Garbanzo fermentado® 4,593+01d 2,869+284 4

Recopilado por Sanchez-Magaiia (2014), @ extracto metandlico libres,  extracto metandlico ligados, ° totales, ¢ 108 horas de fermentacion; * umol ET/100 g, bs
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incremento de compuestos fendlicos y flavonoides llevado a cabo por hidrolisis
enzimatica fungica (Hur y col 2014).

Las enzimas involucradas en la liberacion de compuestos fendlicos dependen de
los microorganismos empleados en la fermentacion. Estas enzimas hidrolizan los
enlaces éster de la estructura de la pared celular de los granos, la cual enlaza a los
compuestos fendlicos. Consecuentemente, los compuestos fendlicos libres, asi como
las formas ligadas, se encuentran mas disponibles para su extraccion. Entre estas
enzimas, se ha reportado ampliamente que B-glucosidasa es responsable de
catalizar la hidrélisis de enlaces B (1-4) de B-D-glucésidos para liberar fracciones
fendlicas de agliconas (Huynh y col, 2014) y se ha correlacionado (McCue y col
2003; Randhir y col 2004a, b; Chaiyasut y col 2010; Cheng y col 2013; Handa y col
2013) el incremento de la actividad enzimatica de B-glucosidasa con el aumento en el
contenido de polifenoles, resultante de la liberacion y acumulacion de agliconas, al
incrementar el tiempo de fermentacion.

Chaiyasut y col (2010) estudiaron el efecto del tiempo de fermentacion sobre el
contenido de isoflavonas y la actividad antioxidante de soya fermentada, observando
qgue el contenido y perfil de isoflavonas estan relacionados con la duracion de la
fermentacion: las agliconas aumentaron y las gliconas de isoflavona con el tiempo de
fermentacién. Cheng y col (2013) reportaron que R. oligosporus tiene potencial para
incrementar significativamente el contenido de compuestos fendlicos totales y
actividad antioxidante en soya negra. Encontraron que la actividad de B-glucosidasa
aumento con el tiempo de fermentacion y resulté en la acumulacion de agliconas

fendlicas.

91



b. Propiedad antihipertensiva

Algunos investigadores (Okamoto y col 1995; Aoki y col 2003; Gibbs y col 2004;
Kim y col 2010; Torino y col 2013) han reportado un incremento en la actividad
antihipertensiva de soya bioprocesada conferida por los biopéptidos presentes en
leguminosas, relacionandolo con la accién hidrolitica de enzimas secretadas por el
hongo, las cuales hidrolizan las principales proteinas en péptidos de menor tamafo
(Erdmann y col 2008). Nakahara y col (2010) evaluaron el efecto antihipertensivo de
los péptidos de salsa de soya fermentada, en comparacién con la salsa de soya
regular; ellos modificaron el proceso de elaboracidn de salsa de soya para un mayor
contenido de péptidos. Las salsas de soya fueron sometidas a hidrolisis acida,
observandose un rendimiento de péptidos de 79 mg/mL en salsa fermentada, contra
29 mg/mL en salsa regular, se observé que la salsa fermentada, con mayor
rendimiento de péptidos, present6é una actividad antihipertensiva mayor que la salsa
de soya regular (ICso: 454 vs 1620 pug/mL, respectivamente).

Guzman-Uriarte y col (2013) reportan un menor ICso en frijol procesado por FES
gue la leguminosa sin procesar. Resultados similares son reportados por Rochin-
Medina y col (2015); esto es atribuido a la hidrélisis parcial de péptidos tras la
fermentacion.

Ademas, se ha observado que los compuestos fendlicos (Qque aumentan durante
la FES) confieren propiedades antihipertensivas al producto, ya sea por sus
propiedades antioxidantes (Kozuma y col 2005) o por la inhibicion de la ECA al
competir por el sitio activo (Wagner y col 1991; Chen y Lin 1992; Wei y col 1992;

Actis-Goretta y col 2003).
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c. Propiedad antimutagénica

Hung y col (2007) mostraron que los extractos metandlicos de soya negra
procesada por FES con Aspergillus awamori, Aspergillus oryzae y Aspergillus sojae,
inhibieron mutagénesis por 4-nitroquinolina-N-6xido, un mutageno directo y
benzo[a]pireno, un mutageno indirecto, en S. typhimurium TA100 y TA98,
aumentando el efecto anti-mutagénico tras el bioprocesamiento de soja negra,
obteniendo mejores resultados con Aspergillus awamori, de 92% y 89% de inhibicion
para cada mutageno, respectivamente. Los glucosidos flavonoides son menos
antimutagénicos que las agliconas correspondientes tales como la daidzeina,
genisteina y gliciteina (Edenharder y Tang 1997). Los hongos son capaces de
producir B-glucosidasa, que promueve la escisidon del enlace B-glicosil en los
glucosidos de isoflavonas de leguminosas para formar agliconas (Lee y Chou 2006;
McCue y Shetty 2003), promoviendo su incremento. Por lo tanto, estos cambios
pueden conducir a la actividad antimutagénica mejorada. Sin embargo, la formacion
de otros compuestos bioactivos y el aumento de contenido de &cido linoleico en
sustratos fermentados, segun lo informado por Park y col (2003), también puede
contribuir a la antimutagenicidad mejorada.

d. Propiedad anticarcinogénica

El-Sayed (2009) obtuvo L-glutaminasa, una enzima anticarcinogénica mediante
FES por Trichoderma koningii utilizando diferentes subproductos agroindustriales
como sustratos soélidos, incluyendo harina de soja, con la que se obtuvo una
actividad especifica de 5 U/mg de proteina y un rendimiento de enzima de 7 U/g (bs).

Los compuestos fendlicos se consideran posibles agentes para combatir cancer
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(Aparicio-Fernandez 2006), los cuales se ven incrementados en leguminosas
mediante el proceso de FES (McCue y col 2003; Lin y col 2006; Randhir y Shetty
2007; Lee y col 2008; Oboh y col 2009; Juan y Chou 2010; Reyes-Bastidas y col
2010). El almiddn resistente tiene efectos benéficos sobre distintos tipos de cancer
(Cardador-Martinez y col 2002a, b). En garbanzo, este tipo de almidén se vio
incrementado tras la coccidn, previa a la fermentacion (Sanchez-Magafa 2014),
debido a la retrogradacion de la amilosa durante el procesamiento térmico
(Ratnayake y col 2001; Osoério-Diaz y col 2003; Tharanathan y Mahadevamma 2003),

lo que podria aumentar sus efectos benéficos sobre el cancer.
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IV JUSTIFICACION

El garbanzo es una leguminosa importante en términos econdmicos Yy
nutricionales, a cuyos componentes se les han atribuido propiedades benéficas para
la salud, tales como antioxidante y antihipertensiva.

La fermentacion en estado solido es un bioproceso que mejora las caracteristicas
nutricionales y nutracéuticas que poseen las leguminosas.

Es por ello que se propone obtener un alimento funcional (harina) a partir de
garbanzo bioprocesado por FES, el cual posea potenciales antioxidante vy

antihipertensivo altos.
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V HIPOTESIS
Aplicando condiciones Optimas del bioproceso de FES se puede obtener un
alimento funcional (harina) de garbanzo con valores de contenido de compuestos

fendlicos totales, potenciales antioxidante y antihipertensivo altos.

96



VI OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL
Encontrar la mejor combinacién de temperatura y tiempo de fermentacion en
estado sélido para la elaboracién de una harina de garbanzo (Cicer arietinum L)
bioprocesado con valores de contenido de compuestos fendlicos totales, potencial
antioxidante y rendimiento de hidrolizado altos.
B. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Optimizar el bioproceso de fermentacion en estado sélido (FES) de garbanzo
para encontrar la mejor combinacion de temperatura y tiempo de fermentacién
para la obtencion de una harina de garbanzo bioprocesado optimizada (HGBO)
con potencial antioxidante, contenido de compuestos fendlicos totales y
rendimiento de hidrolizado altos.
2. Evaluar composicion quimica y propiedades fisicoquimicas de HGBO.
3. Evaluar potencial antioxidante, compuestos fendlicos totales y rendimiento de
hidrolizado de HGBO.

4. Evaluar potencial antihipertensivo de HGBO.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Como material se utilizd garbanzo (Cicer arietinum L.) variedad Blanco Sinaloa
92, sembrado y cultivado en la ciudad de Culiacan, Sinaloa, México. Como indculo se
utilizé al hongo Rhizopus oligosporus NRRL 2710.

B. METODOS

1. Caracterizacion fisica de los granos de garbanzo Blanco Sinaloa 92

a. Dimensiones (largo, ancho y grosor)

La determinacién se realiz6 a 25 granos seleccionados al azar, utilizando un
vernier. La medicién se aplicé por triplicado.

b. Peso de 100 granos

Se determind el peso de 100 granos seleccionados al azar en una balanza
OHAUS (Mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co., EUA). La determinacién se hiso por
triplicado.

c. Peso hectolitrico

Se determiné utilizando un recipiente de acero inoxidable de 1 L de capacidad,
los resultados obtenidos se reportaron como kg/hL. Se report6é el promedio de diez
repeticiones.

d. Calibre

Se midié contando el nimero de granos en 30 g de muestra. Se utilizé una
balanza OHAUS (Mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co., EUA). Se reportd el

promedio de cinco repeticiones.
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e. Porcentaje de testa

Se utilizo el procedimiento reportado por Reyes-Moreno y col (2000). 25 granos
se remojaron en 3 volumenes de agua destilada a temperatura ambiente por 4 h. El
material se dren6é y se elimind el exceso de humedad por medio de papel
absorbente. A los granos se les eliminé la cascarilla manualmente para separar testa
y cotiledones. Los materiales se secaron en una estufa a 60°C por 48 h, se enfriaron
y se colocaron en desecadores. El porcentaje de testa se calculd con la siguiente
formula:

PT = [(PTS)/(PCS+PTS)] x 100

Donde: PT = porcentaje de testa; PTS = peso de testa seca, g; PCS = peso de
cotiledones secos, g. La determinacion se realizo por triplicado.

2. Composicion quimica de garbanzo Blanco Sinaloa 92

a. Humedad

Se determind humedad en las muestras aplicando el método 925.09B de la
AOAC (1999). Se calcul6 la pérdida de peso de 2 g de muestra, después de calentar
a 130°C durante 1 h en una estufa con circulacion de aire forzado (FELISA mod
1423, México).

b. Proteina cruda

Se utiliz6 el método 960.52, microKjeldahl, de la AOAC (1999) para la
determinacion de nitrogeno en un sistema Kjeltec (Mod 1009 y 1002, Tecator,
Suecia). Se digirieron 0.2 g de muestra, con 5 mL de &cido sulfarico y mezcla
reactiva de selenio (Merck Co., Alemania) a una temperatura de 200°C. En la

destilacion de la muestra, previamente diluida con 10 mL de agua, se emplearon
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disoluciones de NaOH al 40% y acido borico al 4% como indicador para recibir el
destilado. La titulacion se llevo a cabo con una disolucion valorada de HCI 0.1 N.
Posteriormente, la proteina cruda se calculé por multiplicacion del contenido de

nitrogeno total por el factor 6.25.

c. Grasacruda
Se extrajo 1 g de muestra en un sistema Soxtec (Mod 1043, Tecator, Suecia)
durante 4 h a 70°C con éter de petréleo, y se cuantificdo segun lo recomendado por el

método 920.39C de la AOAC (1999).

d. Minerales

El contenido de cenizas se determin6é de acuerdo con el método 923.03 de la
AOAC (1999). Este se calcul6 a partir de la pérdida de peso de 2 g de muestra
después de incineracion en una mufla (Felisa mod FE 330, México) a 550°C durante
3 h.

e. Carbohidratos

Se determind por diferencia, tomando en cuenta los porcentajes de proteina,

grasay cenizas.

f. Fibradietaria total

Se determin6 de acuerdo al método oficial 985.29 (AOAC 1999), siguiendo las
instrucciones del kit de analisis de fibra dietaria total (TDF-100, Sigma). A 1 g de
muestra seca desgrasada se le agregaron a 50 mL de solucion reguladora de fosfato
(pH 6) y se gelatinizé (95°C, 10 min) con 100 pL de alfa-amilasa, posteriormente se
ajusté el pH a 7.5 e hizo una digestion enzimatica con 100 pL de solucién de

proteasa (5 mg) (60°C, 30 min), se ajusto el pH (4-4.6) y se agregaron 100 pL de
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amiloglucosidasa (60°C, 30 min) para degradar las proteinas y almidén. Se precipitd
la fibra adicionando cuatro volimenes de etanol. El residuo total se filtro y lavé con
etanol al 78%, etanol al 96% y acetona. Posteriormente el residuo se seco (70°C, 12
h), se registro el peso, se determind el contenido de proteina y cenizas del residuo.
El contenido de fibra dietética total se calculé empleando la siguiente formula:

Peso del residuo - P — A
FD= x 100

Peso de la muestra

Dénde: Peso del residuo = promedio de los pesos (mg) de los residuos de las
muestras; P y A = pesos (mg) de proteina y cenizas de los residuos; Peso de la

muestra = promedio de los pesos (mg) de las muestras crudas.
3. Propiedades fisicoquimicas de harina de garbanzo Blanco Sinaloa 92

a. Actividad de agua (Aw)

Para su determinacion se utilizé un equipo marca Aqualab mod CX2 (Decagon
Devices Inc, Pullman, WA, EUA). Una muestra de aproximadamente 2 g se colocé en
la celda portamuestras del equipo hasta que alcanzé el equilibrio (40-60 min). El
instrumento se calibré con una disolucién saturada de cloruro de potasio (aw= 0.876).

Las mediciones se realizaran por triplicado a 25 + 1°C (Milan-Carrillo y col 2002).

b. Diferencia total de color (AE)

El color se determin6 con un colorimetro, seguin la metodologia de Reyes-Moreno
y col (2000), utilizando un colorimetro Minolta Chroma-meter mod CR-210 (Minolta
LTD, Japon). La determinacion de color se basa en el efecto triestimulo, donde “L”
mide brillantez y varia de 100 para un blanco perfecto y 0 para negro. Las

[{peei)

dimensiones de cromaticidad son dadas por los parametros “a” y “b”. El valor positivo

[{pee )

de “a@” esta asociado con el color rojo y el negativo con verde. El valor positivo de “b”
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esta asociado con el color amarillo y el negativo con azul. La diferencia de color se
calcula con la ecuacion:
AE = [(AL)2 + (Aa)2 + (Ab)2]1/2
Donde: AE = diferencia total de color entre el estandar y la muestra; AL, Aay Ab =

LI (g 1)

diferencia absoluta entre los valores “L”, “a” y “b” del estandar y la muestra.

c. pH

El pH se determin6 de acuerdo al método 943.02, AOAC (1999), preparando una
suspension con 10 g de harina y 100 mL de agua destilada a 25°C, recientemente
hervida, se agité por 10 min a velocidad moderada. Posteriormente, en agitacion se

introdujo un electrodo para medir el pH. La determinacion se realizé por triplicado.

d. Indice de absorcién de agua (IAA)/ indice de solubilidad en agua (ISA)

Se utilizé el método descrito por Anderson y col (1969). El indice de absorcion de
agua fue calculado como gramos de gel formados por gramo de muestra seca
después de la centrifugacién (3000 x g/ 30°C/10 min) de una suspensiéon de harina
(2.5 g de harina/30 mL de agua). El indice de solubilidad en agua se evalu6 pesando
los soélidos obtenidos después de evaporar en una estufa el sobrenadante de las
muestras. Se expresd como el porcentaje de sélidos secos en 2.5 g de muestra. Las
pruebas se realizaron por triplicado.

e. indice de formacion y estabilidad de espuma (FEE)

Se determiné mediante la metodologia de Hauffman y col (1975), con ligeras
modificaciones. En una probeta de 100 mL se agregaron 0.5 g y 50 mL de agua

destilada, se agitaron en un Ultraturrax durante 1 min a 12,000 rpm, fue medido el
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volumen de espuma formado. La capacidad de formacion de espuma se reportd

como porcentaje (%CFE) y fue calculada con la siguiente ecuacion:

Volumen después de agitacion — volumen antes de agitacion
%CFE = — x100
Volumen antes de agitacion

La muestra anterior se dejo reposar durante 30 min, se midié el volumen de
espuma residual y la estabilidad de la espuma se expres6 como porcentaje de

estabilidad de espuma (%EE) mediante la siguiente ecuacion:

Volumen de espuma después del reposo
OEE = x100
Volumen total de la espuma

f. Actividad y estabilidad de emulsién (AEE)

Se utiliz6 la metodologia reportada por Hauffman y col (1975) con ligeras
modificaciones. 0.7 g de muestra y se disolvieron con 10 mL de agua destilada, se
adicionaron 10 mL de aceite vegetal, se agitaron en homogenizador Ultraturrax a
12,000 rpm durante 1 min, fue distribuido en dos tubos cénicos graduados para
centrifuga y se centrifug6 (1,300xg/25°C/5 min). El volumen de emulsién formada se
determind relacionando la capa emulsificada y el volumen total, se reporté como
porciento de actividad de emulsion (%AE).

La estabilidad de emulsion se determin6 usando los mismos tubos utilizados
en la determinacion de %AE. Los tubos fueron tratados térmicamente en un bafio
Maria (80°C/30 min), se enfriaron y fueron centrifugados (1300xg/25°C/ 5 min). Se
medi6 el volumen de emulsion y el porcentaje de estabilidad de emulsion (%EEm) se
expresd como porcentaje de emulsion retenida después del tratamiento térmico. Las

pruebas se realizaron por triplicado.
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g. Capacidad de absorcion de aceite (CAA)

Se determind utilizando la metodologia descrita por Lin y col (1974) y Ordorica-
Falomir (1991). Se tomaron 0.5 g de muestra de harina con 3 mL de aceite vegetal y
se colocaron en un tubo graduado para centrifuga, se agité durante 1 min en vortex y
se dej6 reposar por 30 min. Luego se cenntrifugaron a 1600 x g por 25 min. Se midio
el volumen de aceite libre. La cantidad de aceite absorbido se calculé restando el
volumen de aceite libre al volumen del aceite inicial y se expres6 como mL de aceite

absorbido/g de harina.

h. indice de dispersabilidad

Se determin6 de acuerdo a la técnica reportada por Mora-Escobedo y col (1994).
Una muestra de harina de 1 g se suspendié en un tubo coénico graduado con 10 mL
de agua destilada. Las muestras se homogenizaron en Ultraturrax (10,000 rpm x 5
min). La separacion de las fases se midio después de 30 min de reposo.

4. Obtencion de harinas de garbanzo bioprocesadas (HGB) por

fermentacion en estado sdlido

El método utilizado para la obtencién de harinas de garbanzo bioprocesado fue
el reportado por Guzman-Uriarte y col (2013) y Sanchez-Magafa y col (2014)
(Figura 3).

a. Preparacion del sustrato

Se utilizaron varios lotes de 200 g de granos de garbanzo. Los granos se
remojaron en disolucion acuosa de acido acético glacial (pH = 3.0) en una relacion

1:3 (p/v) durante 16 h. Después del remojo, la testa del garbanzo se elimino
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Remojo de granos de garbanzo (solucién de acido acético pH = 3) por
16 h

NS

Descascarillado manual de granos

NS

Coccién (90°C/30 min)

NS

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

NS

Incubacidon

NS

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

NS

Harina de garbanzo bioprocesado (con testa reincorporada)

Figura 3. Obtencion de harina de garbanzo bioprocesada por FES (Sanchez-

Magaria y col 2014)
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manualmente, se seco (11% humedad), se molturé hasta pasar por malla 80 (0.180
mm) y almacend (4 °C) en recipientes herméticos hasta su utilizacion. Los
cotiledones se cocieron en el agua de remojo a 90°C por 30 min. Los sustratos se
drenaron y enfriaron a temperatura ambiente.

b. In6culo

Para llevar a cabo la fermentacion, se utiliz6 el microorganismo Rhizopus
oligosporus NRRL 2710 (American Type Culture Collection, Manassas, USA). La
cepa se propag6 en tubos de ensaye los cuales contenian agar papa dextrosa, a 37
°C durante 2-3 dias hasta obtener la adecuada esporulacion.

Los cultivos producidos se guardaron en refrigeracion a 4°C y se resembraron
cada mes para su conservacion. Para la obtencién de la concentracion de esporas
requeridas (1 x 108 esporas/ml) se utiliz6 el método nefelométrico de McFarland
(Leptospira Laboratory 1997) el cual se basa en la preparaciéon de una suspension
para posteriormente medir la absorbancia y determinar el nimero de células o
esporas que se encuentran suspendidas por mililitro de suspension, de ese modo se

obtuvo la solucion de esporas (Paredes-Lopez y Harry 1989).

c. Fermentacion

Para llevar a cabo la fermentacion, se adicionaron 6 mL de suspension de
esporas por cada 200 g de sustrato, se mezcl6 con una espatula de acero inoxidable
para lograr una distribucion homogénea. Se hicieron lotes pequefios de 200 g de la
mezcla sustrato-inéculo y se colocaron en bolsas de polietilieno de 15 x 25 c¢cm con

pequefias perforaciones realizadas con una aguja de coser (4 cm de distancia). Los
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lotes se colocaron en una incubadora (Riossa mod EC-33, México) para llevar a cabo
la fermentacion.

d. Obtencion de harinas

Una vez llevado a cabo el proceso de fermentacion en cada uno de los tiempos,
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 agrego su testa obtenida anteriormente para obtener harinas integrales de
garbanzo bioprocesado. Se almacenaron (4°C) en recipientes con cierre hermético

hasta su utilizacion.

5. Evaluacién de la actividad antioxidante (AAox), compuestos fendlicos
totales (CFT) y rendimiento de hidrolizado (RH) en harinas de garbanzo
bioprocesado (HGB) por fermentacion en estado solido

Se obtuvieron extractos de fitoquimicos libres y ligados, asi como hidrolizados

proteicos para evaluar actividad antioxidante, compuestos fendlicos totales y

rendimiento de hidrolizados; el material sin procesar fue utilizado como referencia.

a. Extraccion de fitoquimicos libres

La extraccion de fitoquimicos libres se realizé de acuerdo al método descrito por
Adom vy Liu (2002). Los fitoquimicos libres se extrajeron de 0.5 g de muestra
(proveniente de cada tiempo y temperatura de fermentacion), con 10 mL de etanol al
80% (v/v), se agitaron en un rotator (OVAN noria R, EUA 2010) a velocidad 25 por 10
min. Después se centrifugd a 3,000 xg/10°C durante 10 min. El sobrenadante se
coloco en un tubo conico y se concentr6 a 45°C a presion baja (Apud Vac

Concentrator, Thermo Elector Corporation) hasta alcanzar un volumen final de 2 mL.
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El concentrado se almacenO a -20°C hasta su posterior utilizacion en la
determinacion de capacidad antioxidante y fendélicos correspondientes a fitoquimicos
libres. El precipitado se guardé para la obtencion de los extractos fitoquimicos
ligados.

b. Extraccién de fitoquimicos ligados

La extraccion de fitoquimicos ligados se realizé segun el procedimiento de Adom
y Liu (2002), con ligeras modificaciones (Mora-Rochin y col 2010). El precipitado fue
digerido con 10 mL de NaOH 2 M, se eliminé el oxigeno con presencia de N2 gas y la
muestra se sometio a tratamiento térmico, en bafio Maria a 95 °C/30 min,
posteriormente se agitdo durante 1 h a temperatura ambiente (25 °C). La mezcla se
neutraliz6 con 2 mL de HCI concentrado, se agité por 2 min en un vortex y se
centrifugd a 3,000xg/10°C por 10 min. Posteriormente se realizé una extraccion con
hexano para remover lipidos y se realizaron extracciones de los fitoquimicos ligados
con acetato de etilo, el cual fue colectado y almacenado en tubos conicos; esta
extraccién se realiz6 5 veces. La fraccion de acetato de etilo se evapord hasta
sequedad (Apuc Vac Concentrator, Thermo Electror Corporation). Los compuestos
extraidos se reconstituyeron con metanol y almacenaron a -20°C hasta su posterior
utilizacion.

c. Actividad antioxidante (AAox) hidrofilica total

Se determiné la capacidad de captacion de radicales libres mediante el método
de ABTS [acido 2,2’-azino-bis (3-etibenztiazolina-6-sulfonico)], el cual es un potente
radical libre. El ensayo se realiz0 segun la metodologia reportada por Re y col

(1999), con algunas modificaciones. Este método se basa en la generacion de un
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cromoforo del radical ABTS* (color verde) y la capacidad del antioxidante para
decolorar este radical. Se prepar6 una solucion de ABTS mezclada con persulfato de
potasio (K2S20s) a una concentracion de 2.45 mM en etanol, la solucion restante se
almacen6 en oscuridad por 16 h para permitir el desarrollo del radical.
Posteriormente se realiz6 una dilucion de la solucion en agua desionizada hasta
alcanzar una absorbancia de 0.7 — 1.0 a 735 nm. Se prepararon diluciones de los
extractos de los fitoquimicos libres y ligados en agua desionizada a diferentes
concentraciones, se tomaron 20 pl del blanco (agua) y se mezclaron con 1980 ul de
la solucion de ABTS*, se homogeneizaron suavemente y su absorbancia fue leida
después de 15 min a 735 nm. La capacidad antioxidante de los hidrolizados se

expreso en pmol equivalentes de Trolox (ET)/100g de muestra, base seca (bs).

d. Compuestos fendlicos totales (CFT)

Para determinar la concentracion de compuestos fendlicos totales (libres +
ligados) se emple6 el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton
y col (1999). En una placa de 96 celdas, se agregaron 20 ul de una solucién estandar
de acido galico para construir una curva de calibracion, en las siguientes celdas se
agregaron 20 pl de extracto de fitoquimicos libres y ligados y se utilizé etanol como
blanco. El estandar y los extractos se mezclaron con 180 pl del reactivo de Folin, la
reaccion se neutralizo con 50 pl de Na2COs al 7% y posteriormente se incubo en el
espectro. Después de 90 min se midié la absorbancia a 750 nm en un lector de
microplatos (Synergy HT, Biotek Instrument). Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de acido galico (GAE) / 100 g de muestra, bs. El contenido de
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compuestos fendlicos totales se calculé al sumar los compuestos fendlicos presentes
en los extractos de fitoquimicos libres y ligados.

e. Rendimiento de hidrolizados

1) Obtencidn de hidrolizados proteicos

Las HGB fueron sometidas a hidrdlisis enzimética con pepsina y pancreatina (una
mezcla de enzimas digestivas); su accion simula la digestion gastrointestinal. Esto
fue realizado siguiendo las metodologias descritas por Adler-Nissen (1986) y Humiski
y Aluko (2007) con modificaciones. Se suspendieron 3 gramos de cada una de las
harinas en agua desionizada para obtener soluciones al 10%, posteriormente se
ajusté el pH a 2.0 y los matraces se colocaron a bafio Maria a 37°C, con agitacion.
Se agreg6 la cantidad de pepsina correspondiente para tener una relacion enzima-
proteina 1:10. Después de tres horas de hidrdlisis, durante las cuales se mantuvieron
la temperatura y el pH constantes, se ajusto el pH a 7.5 y se agreg6 la cantidad de
pancreatina correspondiente para tener una relacibn enzima-proteina 1:10. La
hidrélisis se realiz6 por dos horas, manteniendo la temperatura y pH constantes. La
hidrélisis enzimética se detuvo ajustando el pH de la solucién a 4.0 con HCI 2 M,
seguida de un tratamiento térmico (95°C/10 min). La proteina hidrolizada se
centrifug6 (10,000 x g/30 min/25°C) y se recuperd el sobrenadante, que corresponde
a la fraccion hidrolizada.

2) Determinacién de rendimiento de hidrolizados de HGB

La concentracion de péptidos en los hidrolizados de HGB se determino

colorimétricamente mediante el método del acido bicinconinico (Brown y col 1989).
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Se utilizé albumina de suero bovino (BSA) como estandar en la construccion de la
curva de calibracion.
El valor de rendimiento de hidrolizado se calculé6 mediante la siguiente formula

(Nakahara y col 2010, Nalinanon y col 2011, Ramakrishnan y col 2013):

Proteina en hidrolizado de HGE
Rendimiento de hidrolizado = - X 100
Proteinaen HGE

6. Optimizacion del bioproceso de fermentacion de los granos de garbanzo

a. Disefio experimental, andalisis de regresion y andlisis varianza

Para determinar las condiciones Optimas para la produccién 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 nimero y
los niveles de variacion de las variables de proceso en el disefio experimental, para
esto se trabajaron temperaturas de 22-45°C y tiempos de 6 a 132 h (Reyes-Moreno y
col 2004; Guzman-Uriarte y col 2013; Sanchez-Magafa y col 2014; Rochin-Medina y
col 2015). Se utilizé un disefio central compuesto rotable (DCCR), con dos factores
[temperatura de fermentacion (TF, 22 — 45°C), tiempo de fermentacion (tF, 6 — 132
h)] y cinco niveles de variaciéon (Cuadro 10). Los experimentos individuales fueron
llevados a cabo en orden aleatorio.

Se asumio un modelo de regresion cuadratico para predecir las variables de
respuesta (Y). Se desarrollaron modelos de prediccion para cada una de las

variables de respuesta:
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Cuadro 10. Disefio experimental utilizado para obtener diferentes combinaciones de

temperatura de fermentacion/tiempo de fermentacion

garbanzo bioprocesado

para producir harinas de

Orden estandar

Orden de corrida

OCoO~NOUIDWNE

e e o
SEoNVNO AR N0 OWO R

Temperaturade Tiempo de
fermentacion (°C) fermentacion (h)

25.4 24.5
41.6 24.5
25.4 113.6
41.6 113.6
22.0 69.0
45.0 69.0
335 6.0
335 132.0
335 69.0
335 69.0
335 69.0
335 69.0
335 69.0
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2 2 1 2
Yo= Bro+ Zﬁkixi +Zﬁkiixi2 +Z Z B X+ €
i=1 i=1

i=1 j=1+1

Donde Yi es el valor predicho de la variable de respuesta considerada (AAox o CFT),
X1y 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 Bki €s 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
(AAox, CFT y RH). Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software
de Design Expert software Ver. 7.0.0.

b. Optimizacion del proceso de fermentacién

Se aplicé el método numérico de deseabilidad descrito por De la Vara y
Dominguez (2002) para encontrar la mejor combinacion de variables de proceso
[TF/tF] que resultan en una HGB con 6ptimos valores de las variables dependientes
(AAox, CFT y RH). La combinacion de las respuestas en una funcién de deseabilidad
requiere el calculo de la funcion de deseabilidad de forma individualizada. Se
predijeron valores para cada variable de respuesta [Y1(X), Y2(X), Y3(X)] a partir de
los modelos mateméticos de prediccion correspondientes, mediante la seleccién de
un punto de la zona experimental X = (X1, X2, X3).

Cada Y; (X) fue transformado a un valor de deseabilidad individual di (X), el cual
estd en el rango 0 — 1, midiendo el grado de deseabilidad de la respuesta en

referencia al 6ptimo valor determinado a ser alcanzado. En esta investigacion, se
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desed que los valores de las variables de respuesta fueran lo mas altos posible. Por

ende, la transformacion matematica para el calculo de d; fue:

0

5t Plx) =Y,
d(0) =5 " sy <P <y
1 Si ¥(lx) =v"

donde: di(X) = Valor de la deseabilidad de la i@ variable de respuesta, Y; (X) =
Respuesta estimada de la variable, iY* = M&ximo valor aceptable de la iv2 variable de
respuesta, iY- = Minimo valor aceptable de la i¥® variable de respuesta. Una vez
calculadas las tres deseabilidades individuales, éstas se utilizaron para el calculo de
la deseabilidad global (D), utilizando la funcion matemética de transformacién D =
(d1*d2*d3)Y3. El software seleccioné varios puntos experimentales (X) de manera
aleatoria y calcul6 los valores correspondientes de D en cada punto experimental.
Tales valores fueron utilizados para la construccion de un grafico de deseabilidad
global, en el cual la zona roja representa los valores predichos maximos posibles
para cada respuesta, de entre los cuales se seleccion6 un valor éptimo con las
condiciones de FES (TF, tF) que dieron por resultado los valores de AAox, contenido
de CFT y RH méaximos posibles. Este valor fue encontrado usando el programa
Design Expert version 7.0.0.

7. Composicion quimica de harina de garbanzo bioprocesado optimizada

(HGBO)
La composicion quimica de HGBO se evaluo segun lo descrito en el apartado

VII.B.2.
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8. Propiedades fisicoquimicas de harina de garbanzo bioprocesado
optimizada (HGBO)
Las propiedades fisicoquimicas de HGBO fueron evaluadas segun lo descrito en

el apartado VII.B.3.

9. Actividad antioxidante hidrofilica en harina de garbanzo bioprocesado
optimizada (HGBO)

a. Método ABTS

La actividad antioxidante hidrofilica total se determin6 de acuerdo a lo establecido
en la seccién VII.B.5.c del presente trabajo.

b. Método ORAC

La determinacién de capacidad antioxidante hidrofilica total se llevé a cabo por el
método de capacidad de absorbancia de radicales oxigeno (oxygen radical
absorbance capacity, ORAC), se llevo a cabo desarrollado para compuestos
hidrofilicos (Cao y col 1993; Ou y col 2001; Wu y col 2004). La degradacién térmica
del compuesto 2-2’-Azobis amidinopropano (AAPH) produce radicales peroxilo
(ROO:), los cuales oxidan al compuesto flourescente, diclorofluoresceina (DCFH) al
compuesto no fluorescente, diclorofluoresceina (DCF:). El grado de inhibicion de los
antioxidantes (fitoquimicos) de atrapar o secuestrar los radicales es usado como
base para calcular la actividad antioxidante.

Para preparar la solucion generadora de radicales libres AAPH, se pesaron 0.207
g del reactivo y se afor6 en un matraz volumétrico de 5 ml con solucion reguladora de
fosfato (pH 7.4). La fluoresceina se preparé hasta el final, ya que puede ser oxidada

muy lentamente en condiciones ambientales, a una concentracion de 0.1 uM con
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fosfato (pH 7.4). Se realizaron diluciones correspondientes para los extractos de las
muestras (fitoquimicos libres y ligados) usando una solucion reguladora de fosfato
(pH 7.4) y posteriormente se transfirieron 25 pl de cada dilucion a una placa de 96
celdas. La placa con las muestras se colocé en el lector de microplatos (Synergy
Multi-Detection, BioTek, Inc, Winooski, VT) del espectrofotometro fluorescente, por
medio de un autodispensador del equipo se agregaron 150 pul de fluoresceina a cada
celda del microplato, la solucion se mezclo agitando a 1200 rpm por 20 segundos. La
reaccion se inicié6 agregando 25 ul de AAPH por medio del autodispensador del
equipo previamente programado. Las muestras y el control se analizaron por
cuatruplicado. La reaccion se llevé a 37°C y la fluorescencia se midié a 485 nm de
excitacion y 538 nm de emision. Los datos se recolectaron por el software del equipo.
La reaccion con los radicales peroxilo genera la pérdida de la fluorescencia con el
tiempo como se indica en la siguiente reaccion de radicales peroxilo con los
compuestos fluorescentes.
R—N=N-R+ 02> N2+ 2R0OO0- + prueba oxidada
ROO: + AH > ROOH + A*
ROO* + A* > ROOA

El efecto de un antioxidante es integrado por el area neta bajo la curva sobre la
pérdida de fluorescencia (AUC) [AUCaox — AUCno aox]. Los valores ORAC se
reportaron como equivalentes de Trolox. Se generd una curva estandar de cinco
puntos (concentracion de 25 a 100 puM), y los equivalentes de Trolox de la muestra
se calcularon usando la siguiente ecuacion lineal o cuadratica (Y= a + bX, lineal; o Y
=a+bY cX? cuadratica) que relaciona la concentracion de Trolox (Y) (uM) y el area

neta bajo la curva de la disminucion de la fluoresceina (X) [ABCmuestra — ABChblanco]. La
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regresion lineal se utiliz6 en un rango de 100-25 puM de Trolox. Los datos se
expresaron como micromoles equivalentes de Trolox en (ET) por 100 g (bs) de

muestra (umol ET/ 100 g, bs) (Ou y col, 2001; Prior y col, 2005).

10.Compuestos fendlicos totales en harina de garbanzo bioprocesado
optimizada (HGBO)
Los compuestos fendlicos totales determinaron de acuerdo a lo establecido en el

apartado VII.B.5.d del presente trabajo.

11.Rendimiento de hidrolizado en harina de garbanzo bioprocesado
optimizada (HGBO)
El rendimiento de hidrolizado se determind de acuerdo a lo establecido en el

apartado VII.B.3.e del presente trabajo.

12. Evaluacién de potencial antihipertensivo de HGBO (inhibicién de ECA

por hidrolizado proteinico de HGBO)

La inhibicion de la ECA se determind mediante el kit ACE Kit-WST (A502-10),
gue se basa en la deteccion colorimétrica de acido 3-hidroxibutilico (3HB) generado a
partir del 3-hidroxibutilil-Gly-Gly-Gly (3HB-GGG). La ECA hidroliza Gly-Gly,
generando 3-hidroxibutilil-Gly; posteriormente, por accion de una aminoacilasa, se
obtiene acido 3-hidroxibutilico, el cual préximamente se hace reaccionar con una
solucién indicadora. En una microplaca se agregaron 20 pL de los hidrolizados a
evaluar, posteriormente se agrego el sustrato 3HB-GGG y la ECA, ademas de un
blanco 1 (sin muestra) y un blanco 2 (sin muestra ni solucién enzimatica). La
reaccion se llevo a cabo a 37°C durante 1 h en una incubadora y posteriormente se

agregaron 20 pL de la solucion indicadora. Se incub6 por 10 min a temperatura
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ambiente y enseguida se midio la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm en
un lector de microplacas.

Para determinar el porcentaje de inhibicion se preparé una curva de inhibicion
utilizando la concentracion de la muestra para el eje X y el porcentaje de inhibicion

de ECA para el eje Y, calculada mediante la siguiente formula:

Absb‘ﬂnca 1™ Absmuastrrz
Oginhibicion = x 100
Absb:ﬂ?‘!ﬂﬂ' 1™ Absb!ﬂncoﬂ

13. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos para HGBO se analizaron estadisticamente con un
andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via y las medias de los resultados se
compararon con la prueba de rangos mdltiples de Duncan, con un nivel de

significancia de 0.05 (Statgraphics-Plus 6.0).
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VIII RESULTADOS Y DISCUSION

A. CARACTERISTICAS FISICAS, COMPOSICION QUIMICA Y PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS DE GRANOS Y HARINA DE GARBANZO CRUDO (SIN

PROCESAR)

1. Caracteristicas fisicas de granos de garbanzo Blanco Sinaloa 92

En el Cuadro 11 se muestran las caracteristicas fisicas del grano de garbanzo
Blanco Sinaloa 92.

Las caracteristicas fisicas de los granos enteros son indicadores importantes de
la calidad comercial, manejo y almacenamiento de los mismos. Tales caracteristicas
estan relacionadas con las caracteristicas de remojo y calidad de coccion de los
granos. Los granos de garbanzo presentaron las siguientes dimensiones en
promedio: 1.27 cm de largo, 0.92 cm de ancho y 0.95 cm de grosor.

El peso de 100 granos indica el tamafio del grano y el peso hectolitrico es una
medida indirecta de la densidad del grano. El garbanzo presentd un peso de 100
granos de 65.83 g y peso hectolitrico de 78.40 kg/hL.

El porcentaje de testa estd relacionado con la calidad de coccion y mayor
tendencia al endurecimiento; a mayor porcentaje menor calidad de coccién y mayor
tendencia al endurecimiento (Reyes-Moreno y col 1994). El porcentaje de testa de
garbanzo fue de 4.29%.

Las caracteristicas fisicas de los granos de garbanzo fueron similares a las
reportadas por Reyes-Bastidas (2008), Quintana-Najera (2014) y Arguelles-Lopez

(2015), por lo que se puede concluir que el garbanzo utilizado es de buena calidad.
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Cuadro 11. Caracteristicas fisicas del grano de garbanzo variedad Blanco Sinaloa 92

Caracteristicas fisicas

Dimensiones (cm)

Largo 1.27 £ 0.06
Ancho 0.92 +0.05
Grosor 0.95 +0.06
Peso de 100 granos (Q) 65.83 £ 0.95
Peso hectolitrico (kg/hL) 78.40 £ 0.35
% testa 4.29 +0.17

T Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar
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2. Composicién quimica y propiedades fisicoquimicas de harina de
garbanzo crudo (sin procesar) variedad Blanco Sinaloa 92

El Cuadro 12 muestra la composicion quimica y las propiedades fisicoquimicas
de la harinas de garbanzo crudo. El contenido de proteina cruda fue de 20.93%. Este
valor se encuentra dentro del rango reportado por Reyes-Moreno y col (2004),
Reyes-Bastidas (2008), Quintana-Najera (2014) y Arguelles-Lépez (2015), para el
mismo tipo de garbanzo. El contenido de lipidos (6.85%) es cercano a lo reportado
por los mismos autores.

El contenido de cenizas es un reflejo del contenido de minerales presentes en el
grano; en garbanzo, se obtuvo un 3.62% de cenizas. Este grano es una buena fuente
de minerales tales como calcio, fésforo, magnesio, hierro y potasio (William y Singh
1987).

La harina de garbanzo crudo presenté un contenido de fibra dietaria insoluble
(FDI), soluble (FDS) y total (FDT), en base seca, de 12.58%, 3.25% y 15.83%,
respectivamente. El contenido de FDS y FDT fue ligeramente superior a los
reportados por Arguelles-Lopez (2015) (0.57 y 12.7%, bs, respectivamente), para
esta misma variedad de garbanzo.

En el Cuadro 12 se muestran las propiedades fisicoquimicas de la harina de
garbanzo crudo. Este obtuvo un valor Hunter “L” de 88.45 y una diferencia total de
color (AE) de 17.50; este parametro representa la diferencia total de color en
referencia a un estandar color blanco. Valores mayores de AE significan harinas mas

oscuras. La harina de garbanzo crudo present6 un valor de actividad acuosa de 0.45,
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Cuadro 12. Composicion quimica y propiedades fisicoquimicas de harina de

garbanzo crudo (sin procesar) variedad Blanco Sinaloa 92

Propiedad
Composicion quimica (%, bs)
Proteinas 20.59 £ 0.36
Lipidos 6.85+0.10
Minerales 3.62 £ 0.02
Carbohidratos 68.94 £ 0.48
Fibra dietaria

Soluble 3.25+0.38

Insoluble 12.58 £ 0.02

Total 15.83 + 0.40
Fisicoquimicas
Color
Valor Hunter L 88.45 £ 0.22
Diferencia total de color 17.50 £0.18
Actividad acuosa (aw) 0.45 = 0.001
pH 6.3 +0.08
indice de absorcion de agua (g gellg 2.55 +0.032
muestra seca)
indice de solubilidad en agua (g 23.97 £0.18
s6lidos/100 g muestra seca)
Dispersabilidad (%) 51.37 £ 1.07
Capacidad de absorcion de aceite (mL 1.13+0.11
aceite absorbido/g muestra)
Capacidad de formacion de espuma (%) 25.00 £ 0.00
Estabilidad de espuma (%) 96.45 +0.51
Actividad de emulsién (%) 38.33+1.44
Estabilidad de emulsion (%) 93.76 + 2.48

T Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar
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correspondiente a valores donde el desarrollo de actividad enzimatica, crecimiento
de microorganismos y reacciones quimicas se llevan a cabo muy lentamente, lo cual
se traduce en una larga vida de anaquel (Fennema, 2001). El pH de la harina de
garbanzo crudo fue de 6.3.

La harina de garbanzo crudo present6 un indice de absorcion de agua de 2.55 g
gel/g muestra seca. La absorcion de agua de leguminosas se debe basicamente a
los principales biopolimeros constituyentes de estos granos (almidon y proteina)
(Ugrozov y col 2008). En cuanto al indice de solubilidad de agua y capacidad de
absorcion de aceite, la harina presentd valores de 23.97 g s6élidos/100 g muestra
seca y 1.13 mL aceite absorbido/g muestra, respectivamente.

La capacidad de formacion y de estabilidad de espuma fue de 25.00 y 96.45%,
respectivamente. La capacidad de formaciéon de espuma es determinada por la
habilidad de la proteina para reducir la tension superficial, la flexibilidad molecular y
las propiedades fisicoquimicas (hidrofobicidad, carga neta y distribucion de las
cargas, propiedades hidrodinamicas) (Pedroche y col 2004). Por otro lado, la
actividad de emulsion fue de 38.91%, con una estabilidad de 93.76%. El indice de
estabilidad mide la habilidad de la emulsién a resistir cambios en su estructura en un
periodo de tiempo definido. Las proteinas actian como agentes emulsionantes por la
afinidad que tienen hacia el aceite y agua, debido a su estructura anfifilica, forman
una pelicula protectora alrededor de las gotas dispersas en el medio acuoso, por
tanto, previenen cambios en la estructura tales como coalescencia, cremado,
floculacion o sedimentacion. La habilidad para actuar como emulsionantes varia de
acuerdo a sus propiedades moleculares: hidrofobicidad, estabilidad conformacional,

carga y factores fisicoquimicos tales como el pH, fuerza idnica y temperatura

123



(Mohamed y col 2008). Los valores de propiedades fisicoquimicas fueron similares a
los reportados por Angulo-Bejarano y col (2008), Reyes-Bastidas (2008), Quintana-
Najera (2014) y Arguelles-Lopez (2015).

B. CONDICIONES OPTIMAS DE FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO
PARA PRODUCIR HARINA DE GARBANZO BIOPROCESADO CON
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, CONTENIDO DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES Y RENDIMIENTO DE HIDROLIZADO ALTOS.

En el Cuadro 13 se muestran las diferentes combinaciones de variables del
proceso de fermentacién en estado solido [temperatura de fermentacion (TF) y
tiempo de fermentacion (tF)] utilizadas para la produccion de harinas de garbanzo
bioprocesado (HGB), y los valores experimentales de las variables de respuesta
[actividad antioxidante (AAox), contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y

rendimiento de hidrolizados (RH)] evaluadas a las HGB.

1. Modelos experimentales de prediccion

A partir de los datos experimentales de AAox, CFT y RH de las HGB mostrados
en el Cuadro 13 se obtuvieron modelos de prediccién, como resultado de ajustar el
polinomio “Yi = Bo + BiX1 + BaX2 + P12X1Xz + P11X12 + P22X22”, que relaciona las
variables de respuesta (AAox, CFT y RH) 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 14). Myers y Montgomery (2002)
reportaron que un buen modelo de prediccion debe tener una R? ajustada

(coeficiente de determinacion) < 0.80, un nivel de significancia de P < 0.05, un valor
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Cuadro 13. Disefio experimental* empleado para obtener diferentes combinaciones
de temperatura y tiempo de fermentacion en estado solido (TF, tF) para la produccion
de harinas de garbanzo bioprocesado (HGB), y resultados experimentales de las

variables de respuesta (AAox, CFT y RH)

Variables de proceso Variables de respuesta®
Tratamiento? Temp(;aéatura Tiempo de AAOX CFT RH
fermentacion fermentacion (umol (mg (%)

°C) (h) ET/100g, bs) EAG/100g, bs)

1 25.4 24.5 3,535 63.7 14.1
2 41.6 24.5 3,808 81.3 14.9
3 25.4 113.6 8,486 171.8 16.7
4 41.6 113.6 5,112 119.9 14.3
5 22.0 69.0 4,189 76.1 17.3
6 45.0 69.0 3,606 84.6 14.4
7 33.5 6.0 3,595 69.2 13.8
8 335 132.0 9,139 170.4 14.9
9 33.5 69.0 6,513 129.9 13.5
10 335 69.0 5,649 123.6 12.9
11 33.5 69.0 6,846 137.7 13.2
12 335 69.0 6,644 139.1 12.9
13 33.5 69.0 5,533 115.2 13.5

1 Disefio central compuesto rotable con dos factores y cinco niveles; 13 tratamientos.
2 No corresponde al orden de procesamiento.
8 AAox = Actividad antioxidante; CFT = Compuestos fendlicos totales; RH = Rendimiento de

hidrolizado.
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Cuadro 14. Coeficientes de regresion y analisis de varianza de los modelos

experimentales de prediccion que muestran la relacion entre las variables de

respuesta (AAox, CFT, RH) y variables de proceso (TF, tF) para la produccion de

harinas de garbanzo bioprocesado (HGB).

AAOX CFT RH

Coeficientes | Codificado Sin Codificado Sin Codificado Sin codificar
codificar codificar

Intercepto
Bo 6300.16 - 19841.469 127.46 -398.26043 13.22 33.55805
Lineal
B - 490.70* 1284.453* -2.78Ns 25.06507NS - 0.69*** - 1.24076%**
B2 1761.98***  123.861*** 36.23*** 2.42193*** 0.42** 0.044616**
Cuadratico
B - 1155.85***  -17.479*** [ -21.80*** -0.32976*** 1.29*** 0.019496***
B22 NS NS NS NS 0.55** 0.0002758**
Interacciones
B12 -911.67** - 2.516** -17.40**  -0.048022** | - 0.79*** -0.002183***
P modelo < 0.0001 < 0.0001 0.0003
P faita de ajuste 0.6234 0.4338 0.1380
CVv 9.99 9.16 2.91
R? 0.9407 0.9455 0.9434
R? ajustada 0.9110 0.9182 0.9030
R? predicha 0.8178 0.8142 0.6875

* Nivel de significanciaa P< 0.10

** Nivel de significancia a P<0.05

*** Nivel de significancia a P<0.01

NS No significativo
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de coeficiente de varianza (CV) < 10%, y prueba de falta de ajuste > 0.1; todos estos

parametros fueron usados para decidir el nivel de satisfaccion del modelo.

a. Actividad antioxidante (AAoXx)

Las HGB presentaron valores de AAox entre 3,535 y 9,139 umol equivalentes de
trolox (ET)/100 g de HGB (bs) (Cuadro 13). En todos los tratamientos de
fermentacion, la AAox del garbanzo aumenté como consecuencia de la accion
enzimatica del microorganismo [harina de garbanzo crudo = 3,410 umol ET/100 g de
HG (bs)].

En el Cuadro 14 se muestran la estimacion de los coeficientes de regresion y
analisis de varianza del modelo de prediccién para AAox de las HGB, el cual muestra
la relacion entre esta variable de respuesta y las variables del proceso de
fermentacién (TF y tF). El analisis de varianza mostr6 un modelo cuadratico
significativo (p < 0.001) para AAox. Este analisis también mostré que la AAox de las
HGB fue significativamente dependiente de los términos lineales de la temperatura
de fermentacién (TF) y el tiempo de fermentaciéon (tF), asi como del término de
interaccion (TF*tF) y el término cuadratico de temperatura de fermentacion (TF?) (P <
0.05). EI modelo de prediccion para la AAox de las HGB usando variables
codificadas fue:

AAox = 6300.16 — 490.70 TF + 1761.98 tF — 911.67 TF*tF - 1155.85 TF?

El modelo de prediccion para la AAox de las HGB usando variables no
codificadas fue:

AAo0OX = -19841.46909 +1284.45346 TF + 123.86170 tF — 2.51669 TF*tF

—-17.47979 TF?
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Este modelo de prediccion explicé el 94.07% de la variabilidad total (p<0.0001)
de los valores de AAox de las HGB. El coeficiente de determinacién R? ajustada del
modelo fue 0.9110 y la falta de ajuste no fue significativa (0.6234). Ademas, la
dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos
con el modelo (CV) fue de 9.99%. Estos valores indican que el modelo experimental
para la AAox de las HGB fue adecuado y reproducible.

A partir de los modelos matematicos de prediccion se construyeron gréaficos de
superficie de respuesta y de contorno (Figura 4) en los cuales se observa el efecto
de las variables del proceso de fermentacion TF y tF sobre la AAox de las HGB. En
los graficos se observa que ambas variables de proceso (TF, tF) tuvieron un efecto
significativo en el comportamiento de la actividad antioxidante, tanto en sus términos
lineales como de interaccion, y el término cuadratico de TF. El valor mas bajo de
AAo0x (3,535 umol ET/100 g) se localiz6 a una TF de 25.4°C y un tF de 24.5 h. En las
graficas se observa que el maximo valor de AAox se encuentra a TF baja a media y
tF alto, mientras que a TF alta el tF no ejerce efecto significativo sobre la AAox. Al
aumentar el tF, hay un incremento en la actividad antioxidante de HGB, mismo
comportamiento ha sido reportado por investigadores, como Sanchez-Magafia y col
(2014) quienes trabajaron con tempe de garbanzo, producido con Rhizopus
oligosporus NRRL 2710, fijando la temperatura de fermentacién en 35°C y variando
el tiempo de fermentacion de 24 a 108 h, encontrando la maxima AAox [9,710 pumol
ET/100 g (bs)] a las 108 h de fermentacion; resultados similares fueron reportados
por Guzman-Uriarte y col (2013) al trabajar con tempe de frijol bajo las mismas

condiciones anteriorente descritas.
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Figura 4. Gréficas 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 la actividad antioxidante [AAox (umol

ET/100g, bs)] de las harinas de garbanzo bioprocesado (HGB).
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b. Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)

Las HGB presentaron valores de CFT entre 63.7 y 171.8 mg equivalentes de
acido galico (EAG)/100 g de HGB (bs) (Cuadro 13). En todos los tratamientos de
fermentacion, los CFT del garbanzo aumentaron como consecuencia de la actividad
enzimatica del microorganismo [harina de garbanzo crudo = 61.9 mg EAG/100 g
(bs)].

En el Cuadro 14 se muestran la estimacion de los coeficientes de regresion y
analisis de varianza del modelo de prediccion para CFT de las HGB, el cual muestra
la relacion entre esta variable de respuesta y las variables del proceso de
fermentacién (TF y tF). En analisis de varianza mostré un modelo cuadratico
significativo (p<0.001) para CFT. Este andlisis también mostr6 que el contenido de
CFT de las HGB fue significativamente dependiente de los términos lineales de la
temperatura de fermentacion (TF) y el tiempo de fermentacion (tF) (p<0.05), el
término de interaccion (TF*F) y el término cuadratico de temperatura de
fermentacion (TF?). El modelo de prediccion para el contenido de CFT de las HGB
usando variables codificadas fue:

CFT =127.46 - 2.78 TF + 36.23 tF — 17.40 TF*tF - 21.80 TF?

El modelo de prediccion para el contenido de CFT de las HGB usando variables
no codificadas fue:

CFT = —398.26043 + 25.06507 TF + 2.42193 tF — 0.048022 TF*tF — 0.32976 TF?

Este modelo de prediccion explico el 94.55% de la variabilidad total (p<0.001) de
los valores de CFT de las HGB. El coeficiente de determinaciéon R? ajustada del
modelo fue 0.9182 y la falta de ajuste fue no significativa (0.4338). Ademas, la

dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos
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con el modelo (CV) fue de 9.16%. Estos valores indican que el modelo experimental
para el contenido de CFT de las HGB fue adecuado y reproducible.

A partir de los modelos matematicos de prediccion se construyeron gréaficos de
superficie de respuesta y de contorno (Figura 5) en los cuales se observa el efecto
de las variables del proceso de fermentacion TF y tF sobre el contenido de CFT de
las HGB. En los graficos se observa que ambas variables de proceso (TF y tF)
tuvieron un efecto significativo en el comportamiento de CFT. El valor de CFT mas
bajo (63.7 mg EAG/100 g de HGB, bs) se localiz6 a una TF de 25.4°C y un tF de
24.5h.

Se observa una mayor concentracion de CFT a tF alto y TF baja a media. A estas
temperaturas (22 — 39°C) existe un incremento de CFT al aumentar el tiempo de
fermentacion; por otro lado, a TF alta (40 — 45°C) no hay un incremento sustancial en
CFT de HGB. Este comportamiento es similar al observado en AAox, por lo que
podemos asumir que el incremento de CFT contribuye al aumento en AAoX.

El aumento de AAox durante la FES puede deberse al incremento del contenido
de CFT, llevado a cabo por enzimas hidroliticas producidas por el hongo durante la
fermentacién (Hur y col 2014), que hidrolizan enlaces éster de la pared celular de los
granos, liberando compuestos fendlicos enlazados. Ademas, la enzima j-
glucosidasa, producida por el hongo, se ha reportado como responsable de catalizar
la liberacion de fracciones fendlicas de agliconas (McCue y col 2003; Randhir y col
2004a, b; Chaiyasut y col 2010; Cheng y col 2013; Handa y col 2013; Huynh y col

2014).
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Figura 5. Gréficas 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 contenido de fendlicos totales [CFT (mg

EAG/100g, bs)] de las harinas de garbanzo bioprocesado (HGB).
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Observamos que a TF medias a bajas hay un aumento de CFT conforme
incrementa el tF; este incremento puede deberse a una mayor actividad de las
enzimas hidroliticas mencionadas, que actuan liberando compuestos fendlicos. Dicho
aumento en la actividad enzimatica ha sido reportado en estudios como el de Cheng
y col (2013), quienes fermentaron soya negra con R. oligosporus y encontraron una
correlacion entre el incremento de la actividad enziméatica de la enzima B-glucosidasa
y el aumento en el contenido de polifenoles, al incrementar el tiempo de la

fermentacion.

c. Rendimiento de hidrolizado (RH)

Las HGB presentaron valores de RH entre 12.9 y 17.3% (Cuadro 13). En el
Cuadro 14 se muestran la estimaciéon de los coeficientes de regresion y analisis de
varianza del modelo de prediccion para RH 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 = 0.0003)
para RH. Este analisis también mostré6 que el contenido de RH de las HGB fue
significativamente dependiente de los términos lineales de la temperatura de
fermentacion (TF) y el tiempo de fermentacion (tF) (p<0.05), el término de interaccion
(TF*F) y los término cuadraticos de temperatura de fermentaciéon (TF?) y tiempo de
fermentacion (tF?). El modelo de predicciéon para RH de las HGB usando variables
codificadas fue:

RH =13.22-0.69 TF + 0.42 tF — 0.79 TF*tF + 1.29 TF? + 0.55 tF?
El modelo de prediccion para RH de las HGB usando variables no codificadas

fue:
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RH = 33.55805 — 1.24076 TF + 0.044616 tF — 0.00218316 TF*tF + 0.019496 TF?

+0.000275758 tF?

Este modelo de prediccion explico el 94.34% de la variabilidad total (p = 0.0003)
de los valores de RH de las HGB. El coeficiente de determinacién R? ajustada del
modelo fue 0.9030 y la falta de ajuste fue no significativa (0.1380). Ademas, la
dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los valores predichos
con el modelo (CV) fue de 2.91%. Estos valores indican que el modelo experimental
para el contenido de RH de las HGB 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 RH de las
HGB. En los graficos se observa que ambas variables de proceso (TF y tF) tuvieron
un efecto significativo en el comportamiento de RH. El valor de RH mas bajo (12.9%)
se localiz6 a una TF de 33.5°C y un tF de 69 h.

Se observa un mayor porcentaje de RH a tF alto y TF baja. Esto puede deberse a
gue a estas condiciones hay una mayor actividad de proteasas, que actuan
rompiendo enlaces peptidicos, lo cual facilita la posterior extraccion de péptidos tras
la accion de enzimas digestivas (pepsina y pancreatina). Rauf y col (2010)
optimizaron las condiciones de crecimiento de Rhizopus oligosporus en harina de
semilla de girasol para la produccion de proteasas, reportando que temperaturas
altas tenian efectos adversos en la actividad metabolica del microorganismo,
causando la inhibicion del crecimiento fungico, tras observar que tras incrementos de

5°C, desde 30°C hasta 45°C, la actividad proteolitica sufria un descenso (de 103.7 a
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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 el rendimiento de hidrolizados (%) de las

harinas de garbanzo bioprocesado (HGB).
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73.6 unidades/g). Temperaturas altas de fermentacion provocan el estiramiento y
ruptura definitiva de los enlaces de hidrogeno deébiles presentes en las enzimas
proteoliticas, perdiendo éstas sus propiedades cataliticas (Haq y Mukhtar 2004, Haq
y col 2006), ademas de dafiar a las proteinas transmembranales y alterar la
membrana plasmatica (Prescott y col 1999). Sumantha y col (2006) obtuvieron
resultados similares utilizando R. microsporus, R. oligosporus y R. oryzae en salvado
de arroz, reportando que el hongo era altamente sensible a cambios de temperatura
por debajo y arriba de su temperatura Optima, tanto para la produccion de enzimas
como para su crecimiento, obteniendo alrededor de 120 unidades/g de sustrato, bs a
30°C, para R. microsporus, hasta una actividad nula a 44°C.

2. Optimizacion

En la Figura 7A se muestra el grafico de deseabilidad global (D), en el cual la
zona roja representd los valores predichos maximos posibles de D para cada
respuesta (AAox, CFT, RH), de entre los cuales se selecciond un valor éptimo (D = 1)
con las condiciones de FES (TF y tF) que dieron por resultado los valores de AAoX,
CFT y RH maximos posibles. Los valores de deseabilidad individual para cada
respuesta, asociados con este valor de D maximo seleccionado fueron: daaox= 1,
decrr= 1 y dru= 1 (Figura 7B). Los valores de las variables del proceso de
fermentacién asociados con la deseabilidad global maxima obtenida fueron: TF = 25
°C y tF = 132 h. La D obtenida en esta investigacién fue mayor que la considerada
aceptable (0.6 <D <0.8) de acuerdo con De la Vara y Dominguez (2002). Los valores
predichos de AAox, CFT y RH usando los modelos de prediccién de cada variable de

respuesta y las condiciones 6ptimas de fermentacion fueron AAox = 9,496 umol
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Figura 7. (A) Deseabilidad global (D = 1) para obtener la mejor combinacién de
variables de proceso (TF = 25°C/tF = 132 h) y (B) deseabilidad individual (di) para las

variables de respuesta (AAox, CFT y RH).
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ET/100 g (bs), CFT = 179.8 mg EAG/100 g (bs) y RH = 18.1 %. Aplicando la mejor
combinacion de las variables del proceso de fermentacion (TF = 25°C/tF = 132 h) se
produjo HGBO, realizando tres repeticiones. Los valores experimentales de las
variables de respuesta [AAox = 9,663 umol; CFT = 200.9 mg EAG/100 g (bs) y RH =
18.81%] de HGBO fueron similares a los valores predichos, arriba mencionados,
indicando que las condiciones Optimas de fermentacion fueron apropiadas y

reproducibles.

C. COMPOSICION QUIMICA, PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE, COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES Y RENDIMIENTO
DE HIDROLIZADO DE HARINA DE GARBANZO BIOPROCESADO

OPTIMIZADA.

1. Composicién quimica y propiedades fisicoquimicas de harina de

garbanzo bioprocesada optimizada.

En el Cuadro 15 se muestra la composicibn quimica y propiedades
fisicoquimicas de la harina de garbanzo bioprocesado optimizada (HGBO),
preparada con las mejores condiciones del proceso de fermentacion (TF=25 °C / tF=
132 h). El contenido de proteina de HGBO fue significativamente mayor (p<0.05) que
el de la harina cruda [28.50 vs 20.6% (bs); aumento=38.3%]. Comportamientos
similares han sido reportados en frijol y garbanzo por investigadores como Reyes-
Moreno y col (2004), Reyes-Bastidas y col (2010), Guzman-Uriarte y col (2013),
Sanchez-Magaiia y col (2014) y Rochin-Medina y col (2015), quienes atribuyen tal

incremento al aumento de la biomasa del hongo (Sparringa y Owens 1999), asi como
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Cuadro 15. Composicion quimica y propiedades fisicoquimicas de harinas de

garbanzo bioprocesado optimizada (HGBO) y garbanzo crudo (sin procesar).

Propiedad Harina de garbanzo
Crudo Bioprocesado

Composicion quimica (% db)
Proteinas 20.59 + 0.36° 28.5+0.23
Lipidos 6.85+ 0.10° 8.21+0.13?
Minerales 3.62 + 0.022 2.98 + 0.06°
Carbohidratos 68.94 + 0.482 60.31 + 0.42°
Fibra dietaria

Soluble 3.25+0.38° 5.62 £ 0.262

Insoluble 12.58 + 0.02° 18.99 + 0.482

Total 15.83 + 0.40° 24.61 + 0.742
Propiedades fisicoquimicas
Color
Valor Hunter ‘L’ 88.45 + 0.222 76.41 + 0.26°
Diferencia total color (AE) 17.50 + 0.18° 25.27 +0.722
Actividad de agua (Aw) 0.45 £ 0.0012 0.44 £ 0.0012
Ph 6.3+ 0.082 5.7 +0.15°
indice de absorcion de agua (IAA)* 2.55 + 0.032° 3.88+0.16%
indice de solubilidad en agua (ISA) 2 23.97 +0.182 19.47 + 0.25°
Dispersabilidad (%) 51.37 £ 1.07° 100 £ 0.002
Capacidad de absorcion de aceite® 1.13+0.11° 1.33 £0.0012
Capacidad de formacion de espuma (%) 25.00 + 0.00° 28.84 £ 0.002
Estabilidad de espuma (%) 96.45 £ 0.512 63.88 + 2.40°
Actividad de emulsién (%) 38.33 + 1.44° 47.17 £ 0.582
Estabilidad de emulsion (%)| 93.76 £ 2.48? 10.60 + 0.13°

T Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar; @ Medias con letra diferente en el mismo
renglén son diferentes (Duncan p<0.05); ! g gel/g muestra; ? g s6lidos/100g muestra; 3 mL de aceite absorbido/g

de muestra.
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a la disminucién en el contenido de otros constituyentes, al perderse por lixiviacion
durante el remojo y la coccion. De manera similar, el contenido de lipidos de la
HGBO fue significativamente mayor (p<0.05) respecto a la harina cruda [8.21 vs 6.85
% (bs); aumento=19.8%]; sin embargo, tales investigadores reportan una disminucion
en el contenido lipidico de tempe tras la fermentacion en estado sdlido de
leguminosas. El incremento observado en este estudio podria deberse a que el
hongo utilizo preferentemente carbohidratos como fuente de carbono, ademas de la
pérdida de éstos por lixiviacion, durante las etapas de remojo y coccion, por lo que el
decremento del porcentaje de carbohidratos en el material (de 68.94 a 60.31%;
disminucién=12.5%) se vio reflejado en un incremento en el contenido lipidico. Por
otro lado, Oboh y Akindahunsi (2002), asi como Oboh y Olandunmoye (2007)
reportan un incremento lipidico en harina de yuca inoculada con Saccharomyces
cerevisae y Rhizopus oryzae, atribuyendo este incremento a la posibilidad de que el
hongo pudiera secretar aceite microbiano (Oboh y Akindahunsi, 2003), afimacion en
concordancia con los hallazgos de Akindumila y Glatz (1998), en la medida de que
los microorganismos podrian producir aceite microbiano durante la fermentacion. En
el Cuadro 15 también se observa un incremento (p<0.05) en el contenido de fibra
dietaria soluble (FDS), insoluble (FDI) y total (FDT) [crudo vs bioprocesado: 3.25 vs
5.62% (bs), aumento=72.9%; 12.58 vs 18.99% (bs), aumento=50.9%; 15.83 vs
24.61% (bs), aumento=55.5%] tras la FES; Sanchez-Magafia y col (2014) reportaron
un incremento similar tras fermentar garbanzo. Tal comportamiento se ha atribuido al
crecimiento del hongo y el desarrollo de un micelio rico en fibra, asi como a la

utilizacion de otros componentes como fuente de energia (Azeke y col 2007).
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El contenido de cenizas de HGBO fue menor (p<0.05) que el del material crudo
[3.62 vs 2.98% (bs), disminucién=17.7%], por el efecto de la etapa de remojo en
medio acido, donde ocurre lixiviacion de electrolitos y pérdida de solidos, asi como la
consecuente migracion al medio de remojo de algunos nutrimentos y componentes
indeseables hidrosolubles, asi como por la etapa de coccion en medio acido, donde
se da una liberacion parcial de calcio y magnesio al medio de coccion (Laurena y col
1986).

La FES disminuy6 (p<0.05) el valor hunter ‘L’ (-12.5%) e increment6 de manera
significativa (p<0.05) la diferencia total de color (+44.4%) del grano crudo. La
disminucién en el valor Hunter ‘L’ significa un color mas oscuro, esto podria deberse
a la influencia del color del micelio, que al envejecer oscurece gradualmente, y
esporas desarrolladas por R. oligosporus durante su crecimiento, o bien por
compuestos liberados y sintetizados como consecuencia de la FES y del proceso de
coccion y secado (Sanchez- Magafia, 2014). Los valores para actividad de agua
(0.44-0.46) se encontraron en un rango donde el crecimiento de microorganismos,
asi como las reacciones enzimaticas y quimicas ocurren lentamente, lo que se
traduce en una larga vida de anaquel.

La HGBO present6 un mayor (p<0.05) indice de absorcién de agua (IAA) que la
harina cruda sin procesar (2.55 vs 3.88 g gel/g muestra, aumento=52.2%), como
consecuencia de la gelatinizacion de los granulos de almidon y la desnaturalizacion
proteinica parcial ocurrida durante la etapa de coccion del grano, asi como la
actividad enzimatica del hongo. Por otro lado, el indice de solubilidad en agua (ISA)

sufrié una disminucion significativa (p<0.05) (23.97 vs 19.47, disminucion=18.8%),
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probablemente debido al grado de degradacion que sufrieron los granulos de almidon
(Angulo-Bejarano y col 2014).

El incremento de la dispersabilidad (+94.7%), la capacidad de absorcion de
aceite (+17.7%), asi como de las propiedades emulsificantes (+23.1%) y espumantes
(+15.4%) del grano puede deberse a la biosintesis y liberacion de compuestos
solubles durante el proceso de fermentacion; esto puede relacionarse a un aumento
del contenido de proteina soluble de los granos fermentados, el cual podria atribuirse
a la fuerte actividad de enzimas proteoliticas secretadas por Rhizopus, las cuales
hidrolizan las proteinas a péptidos de peso molecular menor y solubilidad mayor en
agua (Reyes-Moreno y col 2000a).

Se observé una disminucion (p<0.05) de la estabilidad de emulsion (-88.7%) y
espuma (-33.8%). Los tratamientos térmicos desnaturalizan las proteinas, las cuales
forman grandes agregados incapaces de cubrir eficientemente las gotas de grasa, lo
qgue conlleva a la inestabilidad de la emulsion y pérdida de otras propiedades
funcionales (Raikos, 2010). Otros investigadores (Reyes-Moreno y col 2000a;
Angulo-Bejarano y col 2008; Reyes-Bastidas y col 2010) observaron un
comportamiento similar de las propiedades fisicoquimicas de harinas de leguminosas

crudas y fermentadas.

2. Actividad antioxidante, compuestos fendlicos totales y rendimiento de
hidrolizado de harinas de garbanzo bioprocesado optimizada (HGBO) y
garbanzo crudo (sin procesar).

El Cuadro 16 muestra la actividad antioxidante, compuestos fendlicos totales y

rendimiento de hidrolizado de HGBO.
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Cuadro 16. Actividad antioxidante, contenido de compuestos fendlicos totales y
rendimiento de hidrolizado de harinas de garbanzo bioprocesado optimizada (HGBO)

y garbanzo crudo (sin procesar).

Propiedad Harina de garbanzo
Crudo Bioprocesado optimizado

Actividad antioxidante?!
ORAC

Fitoquimicos libres 2,932 + 147.3° 9,084 + 152.92

Fitoquimicos ligados 1,987 +122.3° 6,273 +£138.32

Total 4,919 + 79.3° 15,358 + 129.92
ABTS

Fitoquimicos libres 1,972 +76.1° 6,574 + 89.72

Fitoquimicos ligados 1,383 +91.0° 3,089 +124.72

Total 3,410 + 25.2° 9,663 +211.46°
Compuestos fendlicos totales?

Fitoquimicos libres 23.5 + 0.66° 1295+ 7.4

Fitoquimicos ligados 38.4 +2.03° 71.35+7.92

Total 61.9 + 2.88° 200.9 + 0.52
Rendimiento de hidrolizado?® 13.59 +1.13° 18.81 + 0.062

T Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar; ° Medias con letra diferente en el mismo
renglén son diferentes (Duncan p<0.05); *umol equivalentes de Trolox (ET)/100g, bs; 2mg equivalentes de acido
gélico (EAG)/100g, bs; 2 porcentaje (%).
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La HGBO presentd AAox de 9,663 umol ET/100 g muestra, bs mediante el
método ABTS y 15,358 umol ET/100 g muestra mediante el método de ORAC. En el
grano crudo la mayor contribucién a la AAox correspondio a los fitoquimicos libres en
un 57.8% por ABTS y 59.6% ORAC; mientras que en la HGBO estos porcentajes
fueron 68.03 y 59.14% para los métodos de ABTS y ORAC, respectivamente, siendo
nuevamente la fraccion libre la mayor contribuyente a la AAox. La FES de garbanzo,
llevada a cabo bajo condiciones Optimas (TF=25 °C / tF= 132 h), incremento (p<0.05)
un 183% la actividad antioxidante, evaluada mediante el método ABTS, y un 212%
evaluada mediante el método ORAC. Esto concuerda con los resultados obtenidos
por McCue y col (2003), Lee y col (2008), Reyes-Bastidas y col (2010), Maiti y
Majumdar (2012), Salar y col (2012), Cheng y col (2013), Guzman-Uriarte y col
(2013), Sanchez-Magaria y col (2014) y Rochin-Medina y col (2015), que reportan un
incremento de AAox tras el proceso de FES en diversos materiales. Asimismo, los
CFT se vieron incrementados (p<0.05) 225% tras la FES, un incremento mayor que
el reportado por Sanchez-Magafa y col (2014), quienes reportaron un aumento de
178% de CFT en garbanzo, tras fermentarlo por 108 h a 35°C. Los compuestos
fendlicos son considerados los principales contribuyentes a la AAox presentada por
granos (Yao y col 2010). La fraccién ligada presenté un mayor contenido de CFT en
garbanzo crudo (62%), mientras que en garbanzo fermentado la fraccion libre
presento el mayor contenido de CFT (64.45%), este comportamiento concuerda con
lo reportado por Sanchez-Magafa y col (2014) quienes obtuvieron una menor
proporcion de fendlicos libres en el garbanzo crudo, respecto al contenido total de
CFT, pero tras la FES esta proporcion cambid, siendo mayoritarios los compuestos

fendlicos libres. Estos resultados son consistentes con los reportados por otros
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investigadores (McCue y col 2003; Randhir y col 2004a, b; Chaiyasut y col 2010;
Cheng y col 2013; Handa y col 2013; Huynh y col 2014) quienes observaron que la
enzima B-glucosidasa, producida por el hongo, cataliza la liberaciébn de agliconas
hidrolizando enlaces B (1-4) de B-D-glucésidos incrementando el contenido de
polifenoles, aumentando de esta manera la actividad antioxidante. Chaiyasut y col
(2010) observaron que el contenido y perfil de isoflavonas estan relacionados con la
duracion de la fermentacién: las agliconas y gliconas de isoflavona aumentaron y
disminuyeron, respectivamente con el tiempo de fermentacién. Cheng y col (2013)
reportaron resultados similares, observando un incremento en actividad antioxidante
y contenido de polifenoles, que se correlacionaba con el aumento de la actividad de
la enzima B-glucosidasa tras fermentar soya negra con R. oligosporus. Estudios
como los de Guzman-Uriarte y col (2013) y Sanchez-Magafia y col (2014) también
muestran una correlacion lineal positiva significativa entre el contenido de CFT y la
AAox de tempe de frijol y garbanzo, respectivamente.

Se ha reportado (Hur y col 2014) que el incremento de la actividad antioxidante
durante la FES se debe a la hidrélisis enzimatica fungica, que conlleva al aumento de
compuestos fendlicos y flavonoides, al hidrolizar enlaces éster de la estructura de la
pared celular de los granos, la cual enlaza a los compuestos fendlicos.

Por otro lado, en el Cuadro 16 tambien se observa un aumento (38%)
significativo (p<0.05) de RH tras la FES de garbanzo llevada a cabo bajo condiciones
optimas. Este incremento puede deberse a la accion de proteasas fungicas, que son
secretadas por el hongo durante la FES (Erdmann y col 2008). Estas predigieren a
las proteinas del garbanzo, que en su predominancia son globulinas (Singh y

Jambunathan 1982) las cuales son compactas en estructura y dificiles de digerir
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(Hamerstrand y col 1981, Ge y Zhang 1993). Al ser predigeridas, las proteinas se
desdoblan (Molina y col 2001, Cui y col 2013) por lo que las enzimas digestivas,
pepsina y pancreatina, pueden actuar escindiendo los enlaces peptidicos con mayor
facilidad que si las proteinas se encontraran en su forma globular (sin bioprocesar),
aumentando de esta forma el contenido peptidico en hidrolizados, y por ende, el
porcentaje de rendimiento de hidrolizado.

3. Potencial antihipertensivo de HGBO (inhibicion de ECA por hidrolizado

de proteina de HGBO)

La FES disminuy6 (p<0.05) el porcentaje de inhibicibn de ECA de garbanzo,
observandose un 97.9% de inhibicion en el grano crudo y un 88.6% en el
bioprocesado. Este resultado difere a lo reportado por Nakahara y col (2010) quienes
observaron que la salsa de soya fermentada, la cual tuvo un mayor rendimiento de
péptidos que la salsa regular, poseia un mayor efecto antihipertensivo. Esta
disminucién de la actividad antihipertensiva tras la fermentacion ademas difiere con
lo reportado en soya por investigadores como Gibbs y col (2004), Kim y col (2010) y
Torino y col (2013), y en frijol comun y negro (Guzman-Uriarte y col 2013; Rochin-
Medina y col 2015). Dado que las enzimas microbianas utilizan diferentes sitios
activos que las enzimas digestivas, los péptidos que se liberan por enzimas
microbianas y posteriormente por enzimas digestivas difieren de los que son
liberados simplemente por enzimas digestivas, lo cual puede influir en la bioactividad
de los mismos (Mdller y col 2011). Los péptidos inhibidores de la ECA so6lo exhiben
potencial antihipertensivo si llegan al sistema cardiovascular en su forma activa, por

lo que tras la ingestion oral, necesitan resistir la digestion gastrointestinal por
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proteasas y peptidasas. La degradacion de los péptidos puede darse durante este
proceso, con su consecuente inactivacion (Garcia y col 2013). Tras la hidrolisis de
las proteinas del grano, llevada a cabo por proteasas secretadas por el hongo
durante la fermentacion (Erdmann y col 2008), que realizan una pre-digestion de las
proteinas, los enlaces peptidicos de las proteinas se hicieron mas susceptibles al
ataque de enzimas digestivas (Mugula y Lyimo 2000; Molina y col 2001, Cui y col
2013), lo que pudo conllevar a su degradacion e inactivacion. Meisel y col (1997)
informaron que la inhibicién de la ECA en quesos era dependiente de la proteolisis
en cierta medida. La actividad inhibidora en Gouda medianamente madurado era
aproximadamente el doble que la del Gouda muy madurado, indicando que los
péptidos bioactivos liberados por las enzimas proteoliticas de bacterias acido-lacticas
durante la maduracién se degradaron a fragmentos inactivos como resultado de una
mayor protedlisis. Otro estudio presentado por Ankolekar y col (2011) reporta un
menor porcentaje de inhibicidn en jugos de cuatro variedades de pera fermentadas
con Lactobacillus acidofilus, en comparacion a los jugos sin fermentar. Dicha
actividad inhibitoria fue disminuyendo en todas las variedades conforme
incrementaba el tiempo de fermentacién, de 0 a 72 h, observandose porcentajes de
inhibicion desde 28% para el jugo sin fermentar, hasta casi 0% para el jugo
fermentado por 72 h. Tales autores sefialan que es posible que la contribuciéon de
péptidos potenciales pudo ser reducida por la fermentacion.

Por otro lado, también es importante recalcar que no siempre se observa una
buena correlacion entre valores de porcentaje de inhibicion y el 1Cso (Gubler y col

2012), por lo que es posible que, a pesar de presentar una menor actividad
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antihipertensiva calculada como porcentaje de inhibicion, la HGBO presente un ICso

mas bajo (una mayor capacidad de inhibicién) que la harina sin procesar.
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X CONCLUSIONES
Se obtuvieron modelos matematicos de prediccion lineales 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 (AAox, CFT y RH).

La mejor combinacién de variables de proceso de fermentacion en estado sélido
(temperatura y tiempo de fermentacion) para la produccion de HGBO con valores
altos de AAox [ABTS=9,663 umol ET/100g muestra (bs), ORAC= 15,358 umol
ET/100g muestra (bs)], CFT [200.9 mg EAG/100g muestra (bs)] y RH (18.81%)
fue TF=25 °C/tF=132 h.

La FES incrementd (p<0.05) la AAox en un 183% (por el método de ABTS) y
212% (método de ORAC), los CFT en un 225% y el RH en un 38%.

El proceso de FES incrementé (p<0.05) el contenido de proteina (+38.3%),
lipidos (+19.8%) y fibra dietaria soluble (FDS), insoluble (FDI) y total (FDT)
(+72.9%, +50.9% y +55.5%, respectivamente) y disminuyo6 (p<0.05) el contenido
de carbohidratos (-12.5%) y de cenizas (-17.7%).

La FES increment6 (p<0.05) la diferencia total de color (+44.4%), el indice de
absorcion de agua (+52.2%), el indice de dispersabilidad (+94.7%), la capacidad
de absorcion de aceite (+17.7%), la capacidad de formacion de espuma
(+15.4%) y la actividad de emulsion (+23.1%), y disminuy6 (p<0.05) el valor
hunter “L” (-12.5%), el indice de solubilidad en agua (-18.8%) y la estabilidad de

espuma (-33.8%) y de emulsion (-88.7%).
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El proceso de FES disminuyo (p<0.05) un 9.5% el potencial antihipertensivo de
garbanzo, medido como porcentaje de inhibicion de ECA (de 97.9 a 88.6%).

La metodologia de superficie de respuesta fue una herramienta atil para la
optimizacién del bioproceso de FES de garbanzo para la obtencion de una harina

con AAox, CFT y RH altos.
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ABREVIATURAS

AE Diferencia total de color

% Porcentaje

a Alfa

AAE Aminoacidos esenciales

AAPH 2-2’-Azobis-aminopropano

AAOX Actividad antioxidante

Abs Absorbancia

ABTS 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)
ADN Acido desoxiribonucleico

AEE Actividad y estabilidad de emulsion
AOAC Asociacion Oficial de Quimicos Analistas
AR Almidon resistente

AS Almidon soluble

AUC Pérdida de fluorescencia

B Beta

Bs Base seca

C Carbono

CAA Capacidad de absorcién de aceite
CAAE Contenido de aminoacidos esenciales
CFT Compuestos fendlicos totals

Cl Cloro

Cm Centimetro(s)

Col Colaboradores

C-PER Relacion de eficiencia proteica calculada
DCF Diclorofluorescina

DCFH Diclorofluoresceina

EAG Equivalentes de acido galico

ECA Enzima convertidora de angiotensina |

ENSANUT Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

191



ET Equivalentes de trolox

FAO Organizacion de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos

FES Fermentacion en estado solido

FRAP Ferric reducing antioxidant power

G Gramo(s)

GRAS Reconocido generalmente como seguro (generally recognized
as safe)

H Hora(s)

H202 Peroxido de hidrégeno

HCI Acido Clorhidrico

HGB Harina de garbanzo bioprocesado

HGBO Harina de garbanzo bioprocesado optimizada

HHL Hipuril-histidil-leucina

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion

HTA Hipertension arterial

ICso Concentracion para inhibir el 50% de actividad

IAA indice de absorcién de agua

IFEE indice de formacion y estabilidad de espuma

ISA indice de solubilidad en agua

Mg Miligramo(s)

Min Minuto(s)

M Micro

M Molar

Mm Milimetro(s)

Vo] Microgramo(s)

uM Micromolar

mM Milimolar

pL Microlitros

mL Mililitro(s)

MSR Metodologia de superficie de respuesta
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NaOH
NO-
NPR

OH-
ONOO-
OMS
ORAC
PDCAAS
PER

R

Re

RH

RO-
ROO-
ROS
Rpm

S

SAGARPA

TBARS
TEAC
WHO

Zn2+

Hidroxido de sodio

Oxido nitrico

Relacién neta de proteina

Grado(s) centigrado(s)

Oxigeno singulete

Superoxido

Radical hidroxilo

Peroxinitrilo

Organizacion Mundial de la Salud

Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno
Digestibilidad proteinica corregida por el perfil de aminoacidos
Relacioén de eficiencia proteinica

Rhizopus

Radical alquilo

Rendimiento de hidrolizado

Radical alcoxilo

Radical peroxilo

Especies reactivas de oxigeno

Revoluciones por minuto

Segundo(s)

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion

Método del &cido tiobarbiturico

Capacidad antioxidante equivalente de trolox
Organizacion Mundial de la Salud

Zinc
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