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PRESENTACION

El siguiente trabajo titulado Efecto de la biofortificacién con selenio e
hidrolisis enzimatica sobre los compuestos antioxidante de garbanzo desi rojo
y negro.

Se desarroll6 en el laboratorio de nutracéuticos (Lab. 18), perteneciente
al Programa de Posgrado Integral en Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Quimico-Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Sinaloa. Fungiendo como
directores de tesis la Dra. Evelia Maria Milan Noris y Dra. Ada Keila Milan
Noris. La Dra. Daniela Guardado, Dra. Eslim Sugey Sandoval Sicairos y el Dr.
Alvaro Montoya Rodriguez fungieron como asesores académicos. El proyecto

se financio con fondos internos del grupo de investigacion.



RESUMEN

El garbanzo es un potencial alimento funcional por ser una fuente
importante de nutrientes y compuestos bioactivos. La biofortificacion con
selenio durante la germinacion ha mejorado las propiedades nutracéuticas de
garbanzo kabuli. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la
germinacién, selenizacion y digestién gastrointestinal in vitro sobre el
contenido de compuestos bioactivos en garbanzo negro y rojo. Los granos de
garbanzo desi acumularon mas del 90 % de selenio al dia 5 de germinacion.
Las variables de tiempo de germinacion (p<0.001) y selenizacion (p<0.001)
tuvieron un efecto significativo sobre CFT (compuestos fendlicos totales) y PS
(contenido de proteina soluble). Ambas variedades incrementaron sus valores
en compuestos bioactivos por la germinacion sin embargo el efecto fue mayor
en la variedad negra. CFT incremento 17% en granos sin Se y 25% en
muestras con Se, comparando el dia 1 contra 5. Por otra parte, en la variedad
negra se observo un incremento del 39% de PS en las muestras sin adicion
de dicho elemento y un 45% mas en el grano con selenio en relacion con el
tiempo de germinacion. El tiempo de germinacién aumentd (2 a 3 veces)
significativamente (p<0.05) la capacidad antioxidante en las muestras de
garbanzo germinadas, comparando el dia 1 contra 5. Sin embargo, la
presencia de selenio no mostré efecto significativo (p<0.05) sobre la capacidad
antioxidante. La hidrdlisis enzimatica de las muestras de garbanzo desi
germinado incremento (150-400%) PS, (15-veces) CFT y (2-veces) capacidad
antioxidante cuando se compararan contra su contraparte sin hidrolizar.
Nuestros resultados muestran que la combinacion de la germinacion con SGI
generan ingredientes funcionales con potencial para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. De acuerdo con los
resultados la variedad de garbanzo desi negro resulta un interesante material
para seguir evaluando para la obtencién de alimentos funcionales.

(Palabras clave: Germinacion, Selenio, Garbanzo, Compuestos Bioactivos,

simulacion gastrointestinal)
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, el consumo de garbanzo ha aumentado, tal vez por
su contenido de compuestos bioactivos con efecto a la salud (Gupta & Gupta,
2017; Jukanti et al., 2012). Por otra parte, el garbanzo desi pigmentado, como
otras semillas pigmentadas, tienen mayor contenido de fitoquimicos
(compuestos fendlicos, B-glucanos, almidon resistente) con mayor capacidad
antioxidante (ORAC, ABTS, DPPH and FRAP) y calidad proteica comparado
con semillas no pigmentadas (Tiznado et al., 2013; Garzoén-Tiznado et al.,
2012; Milan-Noris et al, 2019; Quintero Soto et al., 2018). Desdichadamente,
el garbanzo pigmentado se utiliza principalmente para la alimentacion de
animales, debido a las dificultades de su procesamiento por el alto contenido
de fibra (Raza et al., 2019).Ademas, el procesamiento (coccion, extrusion,
germinacién) mejora el contenido de fitoquimicos en el garbanzo pigmentado
(Tiznado et al., 2013; Milan-Noris et al., 2016). En particular el proceso de
germinacién mejora su calidad nutricional y nutracéutica. Este proceso puede
incrementar 4 veces el contenido total de isoflavonas en el germinado al
compararse con el grano crudo, durante la germinacién también aumenta el
contenido de vitamina C, E, carotenos y capacidad antioxidante (Milan-Noris
et al., 2018).

El selenio (Se) es un mineral esencial para la nutricibn de humanos y
animales. Esta molécula actua como cofactor en las selenoenzimas como
glutation peroxidasa y tiorredoxina reductasa, enzimas en el organismo
encargadas de reducir las especies reactivas de oxigeno y mantener el
balance redox. Su recomendacion diaria es de 50 ug/dia, pero consumir dosis
supranutricionales (200 ug/dia) reduce el riesgo de cancer (NIH, 2018). El
proceso de germinacidon en leguminosas y vegetales en presencia de Selenio
se ha estudiado como estrategia para incrementar el consumo diario de

Selenio (Guardado-Félix et al., 2017). En particular, el germinar garbanzo en



presencia de Selenio (2 mg/100 g) resulta en el aumento de los niveles de
selenio (115 veces) comparado con el control. Ademas de incrementar el
contenido de isoflavonas y capacidad antioxidante (Guardado-Félix et al.,
2017). También se ha encontrado que la suplementacién de brotes de
garbanzo-selenizado tiene efectos quimiopreventivos mediados por la
activacién de apoptosis y prevenir la oxidacion de lipidos por la actividad de
glutation peroxidasa (Guardado-Félix et al., 2019). Algunos estudios han
evidenciado que el selenio se acumula en las proteinas de garbanzo
principalmente en la fraccion de glutelina, en forma de seleno-metionina
(Serrano-Sandoval et al., 2019; Zhang et al., 2012).

A pesar de lo antes mencionado, no sabemos si la germinacion-
selenizacion en garbanzo desi sea tan favorable como el grano kabuli. Por lo
anterior con este trabajo se busca generar informacién sobre el efecto de la
germinacién en presencia de selenio (como elicitor) sobre los compuestos
nutraceuticos en dos variedades de garbanzo desi. Ademas de evaluar la
biodisponibilidad de estos compuestos después de una simulacion

gastrointestinal.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Germinacion

La germinacion es un bioproceso a través del cual se forma una nueva
planta a partir de una semilla seca (Kermode, 1990). El ciclo de vida de las
plantas se constituye de dos fendmenos adaptativos, que son formacién de
una semilla y su germinacién. Durante el proceso de formacion de una semilla,
en ella se acumulan sustancias de reserva (proteinas, carbohidratos y lipidos),
asociados a un incremento en los niveles de acido abscisico durante la
embriogénesis intermedia y la pérdida del contenido de agua durante la
embriogénesis tardia. Una vez formada, en la mayoria de las especies, la
semilla pasa a un estado de desecacion y posteriormente de latencia hasta el
momento de la germinacion (Legaria Solano et al., 2000).

El proceso de germinacion comienza con absorcion de agua por la
semilla (imbibicion) y termina con la aparicion del embridn, generalmente la
radicula, a través de las estructuras que lo rodean. Este proceso se define
como el conjunto de fendmenos mediante los cuales el embridén dentro de la
semilla pasa de un estado latente a un estado activo. Esta constituido por
varias fases: absorcion de agua o imbibicidn, activacion del metabolismo y
proceso de respiracion (sintesis de proteinas y movilizacion de sustancias de
reserva), elongacion del embrion y ruptura de la testa a través de la cual se
observa la salida de la radicula (Bradford y Nonogaki, 2007). En términos
bioquimicos, la germinacion es el resultado de procesos catabolicos vy
anabdlicos contrastantes. En la Figura 1 se pueden observar los diferentes

cambios metabdlicos que ocurren durante el proceso de germinacion.
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Figura 1. Evolucion de la absorcion de agua y algunos cambios importantes
asociados a la germinacién y crecimiento de la plantula con respecto al tiempo.
Fuente: Bradford & Nonogaki, 2007. Cortesia de Elsevier.



2.1.1 Descripcion del bioproceso

2.1.1.1 Imbibicién

En este bioproceso ocurren diversos eventos, pero se da inicio con la
captacion de agua por la semilla (imbibicion) (Bradford, 1990). La rehidratacion
de la semilla es un paso inicial y esencial en la germinacion. Las semillas
generalmente tienen un rango de humedad de 5-15%, sin embargo, la
captacion de agua esta en funcion directa de su tamano, permeabilidad de la
cubierta, cantidad y disponibilidad de agua y composicion quimica (Bradford y
Nonogaki, 2007).

El proceso de captacion de agua se divide en 3 fases (ganancia de
peso, fase estacionaria y crecimiento de radicula), el cual se puede llevar a
cabo en un lapso de un par de horas hasta en varios dias (Meredith et al.,
1978).El agua es absorbida a través de los orificios naturales en la cubierta,
difundiéndose a lo largo de los tejidos; ocasionando un incremento en el
volumen de las células y de la semilla. Algunas acciones como imbibicion
rapida, extraccion o dafio de testa, pueden provocar tensiones internas
causando la interrupcion de las paredes celulares, formacion de ampollas en
la superficie del cotiledon y la extrusién del contenido celular (Bradford y
Nonogaki, 2007).

A medida que la semilla absorbe agua, el valor del potencial matricial
se vuelve menos negativo causando que los componentes y paredes celulares
se hidraten y disminuya el gradiente de absorcion, lo cual lentifica la tasa de
absorcidon de agua, por lo que la semilla llegara a un equilibrio total cercano
con el de la fuente externa de agua. Una vez que las células vegetales se
expanden absorbiendo agua y estirando sus paredes celulares, el aumento en
la absorcidn de agua durante esta fase indica el inicio del crecimiento del
embrién en plantulas dando por completada la germinacion (Bradford y
Nonogaki, 2007).



2.1.1.2 Iniciacion del metabolismo

Una vez que la semilla ha captado suficiente agua, el embrion se
transfigura y la plumula y radicula empiezan a emerger; en este punto se lleva
a cabo sintesis y activacion enzimatica, degradacién de inhibidores y diversos
cambios en su estructura. Ademas, surge un incremento en los niveles de
metabolitos intermediarios y enzimas, los cuales se relacionan a la produccién
de energia, especialmente del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Duffus y
Coalin Slaughter, 1980).

Para llevar a cabo este proceso en éptimas condiciones es importante
tomar en cuenta el tiempo de remojo, tipo y dosificacion de agentes
desinfectantes, temperatura, tiempo de germinacion, tipo de cosecha del grano

y presencia de estrés osmoético en la semilla (Castro y Figueras, 2005).

2.1.1.3 Importancia de los germinados en la salud humana

El proceso de germinacion provoca transformaciones fisioldgicas y
morfoldgicas, las cuales brindan cambios en caracteristicas bioquimicas,
nutrimentales y sensoriales en la semilla, mostrando tener un impacto mas alla
de un simple consumo. De manera global se puede decir que son nutritivos,
puesto que contienen Calcio, Hierro, Magnesio, Fosforo, Potasio y fibra
(Lopez-Martinez et al., 2017), alto contenido de nutrientes, compuestos
fitoquimicos con potencial actividad antioxidante y cantidades mas bajas de
anti nutrientes (Pajak et al., 2014; Gan et al., 2016)). Ademas, que aumentan
potencialmente su esquema nutrimental conforme se van desarrollando; el
proceso germinativo es un factor importante para la generacién de nutrimentos
gue no se encuentran en forma natural en las semillas, como es el caso de
algunas vitaminas como acido ascorbico (C), riboflavina (B2), niacina (B3),
tocoferol (E), tiamina (B1), acido pantoténico (B5), y ademas de la degradacion
de algunos anti nutrientes como taninos, acido fitico y a-galactosidos (Gan et
al., 2016), lo cual mejora la digestibilidad de proteinas y almidon (Raza et al.,

2019). Asimismo, se destaca que la germinacion tiende a un aumento de



compuestos bioactivos que exhiben actividad antioxidante, contenido fendlico,

aminoacidos y péptidos (Lopez-Martinez et al., 2017).

2.1.2 Germinacion con elicitores

Diversos trabajos de investigacion han empleado herramientas
biotecnolégicas con el fin de mejorar la sintesis de compuestos fitoquimicos
en las plantas, mostrando que existe un grupo de sustancias que actuan como
sefalizadores en el proceso de germinacion llamados “elicitores” (Baenas et
al., 2014). Sin embargo, parametros como clasificacion, tipo, concentracion,
duracion de la exposicién, programa de tratamiento, tipo de cultivo, linea
celular, composicion del medio, presencia o ausencia de regulacion del
crecimiento y la edad o etapa del cultivo en el momento del tratamiento con
elicitores, se deben cuidar al momento de utilizarlos, para asi garantizar una

efectividad en el bioproceso (Baenas et al., 2014).

2.1.2.1 Elicitores

Los elicitores son moléculas exdgenas que producen cambios
fisiologicos en las plantas; su mecanismo de accion se fundamenta en aplicar
estrés fisico o quimico a las suspensiones celulares y/o tejidos, con el fin de
aumentar la produccion de metabolitos secundarios a niveles que no son
producidos normalmente (Pifieros-Castro et al., 2009). Razén por la cual su
utilizacién es una herramienta que ha ganado popularidad en la industria
alimentaria para mejorar las propiedades nutrimentales de diversos productos,
al igual que en la industria farmacéutica para la obtencion y/o extraccion de
ingredientes, aunado al rendimiento de compuestos nutraceuticos (Baenas et
al., 2014; Perez-Balibrea et al., 2011).

Existen diferentes clasificaciones de los elicitores como la propuesta por
Halder et al., 2019 (Tabla 1), quienes los clasifican segun su “naturaleza” como

bidticos o abidticos o segun su “origen” en exdgenos o0 enddgenos.



Tabla 1. Clasificacion de los elicitores

Clasificacion basada en su naturaleza

Bioticos

Lipopolisacaridos

Polisacaridos: Pectina y celulosa, quitosano, quitina y glucanos (microorganismos),
alginato, goma guar, goma arabica.

Oligosacéridos: Galacturénidos.

Proteinas: Celulasa, glucoproteinas, proteina de pescado, hidrolizados, lactoferrina.
Composicidon compleja: esporas de hongos, pared celular de micelios, pared celular
microbiana

Toxinas patégenas: Coronatina

Abioéticos

Quimicos

Sales de metales pesados: Ag2S203, AgNO3, CDClz, CuClz, CuSO4, VOSO4, NISO4,
selenio, etc.

Estresores osmoticos: manitol, sorbitol, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de
cadmio, polivinilpirrolidona, etc.

Sustancias gaseosas: NO, etileno, etc.

Fisicos

Luz, Radiacién ultravioleta, cambio de temperatura, salinidad, sequia, alta o baja
osmolaridad y CO2

Clasificacion basada en su origen

Exoégenos: se originan fuera de la célula. Por ejemplo: glucomannosa, glucanos, quitosano,
monilicolina, poliaminas, glicoproteinas, poligalacturonasa, endopoligalacturénico, acido
liasa, celulosa, acido araquidénico, acido eicosapentanoico, etc.

Enddgenos: acido jasmonico, jasmonato de metilo, acido salicilico, &cido acetilsalicilico,
sistemina, etc.

Fuente: Halder et al., 2019



La literatura existente ha mostrado varios ejemplos del uso exitoso de
elicitores ya sea bidticos o abidticos como inmunoestimulante para la
produccion de alimentos. En particular, algunos elicitores dentro de la
clasificacion de abioticos han mostrado proteger las plantas junto con sus
cultivos sin producir toxicidad, siendo el selenio uno de los mas estudiados
(Caicedo-Lopez et al., 2021).

2.1.2.2 Selenio

El elemento selenio (Se) fue descubierto por el quimico Jons Jacob von
Berzelius, al investigar la causa de una patologia muy popular en trabajadores
de la industria de produccion de acido sulfurico a partir de piritas en el afio
1817 (Kieliszek et al., 2015). El selenio puede existir en cinco estados de
oxidacion: selenuro (2°), selenio elemental (0), thioselenato (2%), selenito (4*) y
selenato (6%). Su presencia y concentracion estan determinadas por factores
como pH, oxido-reduccion, solubilidad en sus sales, interaccion biologica y
reacciones cinéticas (Alcantar Gonzalez y Trejo-Tellez, 2009). Es considerado
un elemento traza u oligoelemento no metal, con el numero atdmico 34, grupo
16, ubicado en el cuarto periodo de la tabla peridédica del grupo de los
calcégenos. Dentro de los 88 elementos, ocupa el septuagésimo en
abundancia, se considera escaso ya que su contenido en la corteza terrestre
oscila entre 0.01 a 2 mg kg~ (Gupta y Gupta, 2017). Su persistencia en el
suelo esta determinada por su geologia, vegetacion, pH, presencia de
microorganismos y condiciones climaticas (Fordyce, 2013; Jones et al., 2017)
Sin embargo, es un metaloide natural que se recicla facilmente dentro de la
litosfera, hidrosfera, atmosfera y biosfera (Paikaray, 2016). La concentracién
de este oligoelemento en los campos agricolas fluctua entre 0.005 y 3.5 mg
kg~', con un promedio de 0.2 mg kg™' (Alloway, 2013); en cambio en suelos
seleniferos su concentracion oscila de 5 a 1200 mg kg-1 (Kaur et al., 2014). La
deficiencia de Selenio en los suelos esta presente en aproximadamente 40

paises alrededor del mundo (Pilon-Smits et al., 2017); mientras tanto los



suelos seleniferos se ubican principalmente en EE. UU, Canada, Colombia,
Venezuela, Australia, India, Irlanda, China y Rusia (Fordyce, 2013; Perrone y
Cortes Nunes, 2015). También, Selenio cuenta con la peculiaridad de tener
diversos estados de oxidacion, las cuales determinan su disponibilidad y
estabilidad (Alcantar Gonzalez y Trejo-Tellez, 2009).

El Selenio constantemente esta formando una gran variedad de
compuestos organicos e inorganicos. Mayormente sus especies organicas
contiene selenio en estado (-2), y de forma inorganica en selenito (Se**) y
selenato (Se®*). Estos ultimos son solubles en agua; selenito se encuentra
mayormente en suelos lateriticos (oxisoles) a diferencia que selenato abunda

en suelos de humedales andxicos (Perrone y Cortes Nunes, 2015).

2.1.2.2.1 Selenio en germinacién

El contenido de selenio en plantas, generalmente es determinado por la
biodisponibilidad presente en los suelos y sus factores de absorcion (Funes-
Collado et al., 2013). Aunado a esto, la adicion de este oligoelemento en
bioprocesos como la germinacion es una alternativa viable para su
incorporacion (Li et al., 2008). Dicho elemento actua como cofactor de enzimas
involucradas en diversas rutas bioquimicas, aumenta la defensa antioxidante
y otros trastornos relacionados con el estrés oxidativo. Arscott y Goldman,
(2012) incorporaron selenio en germinados de col rizada (Brassica oleracea
L.), frijol chino (Vigna radiata L. wilczek) y cebolla (Allium cepa L.) encontrando
que al utilizar dosis pequefias (7 uM L"), el contenido de este elemento se
incrementa sin afectar el crecimiento de las plantas. En cuanto a (Funes-
Collado et al., 2013), adicion6 selenito y selenato en germinados de lentejas
(Lens culinaris L.), alfalfa (Medicago sativa L.) y soya (Glycine Max),
detectando que el contenido de selenio presente en los germinados esta
directamente relacionado en funcion al contenido de dosis usada. Guardado-

Félix et al. (2017) reportan que en lotes de garbanzo pigmentado germinados
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con selenio (2 mg), se presentd un incremento del elemento de hasta 115

veces en comparaciéon con los granos no tratados.

2.1.2.2.2 Mecanismo / metabolismo

En los ultimos afios ha incrementado el estudio del selenio y su rol
bioldgico. Este elemento se encuentra en cantidades traza en los organismos
biolégicos en formas inorganicas como selenito (Se03?-), selenato (Se04?7) y
organicas como selenocisteina (Sec), selenometionina (SeMet),
selenoazucares y compuestos de selenio metilados de bajo peso molecular.
Su biodisponibilidad se da principalmente por medio de la alimentaciéon con
plantas las cuales captan al Selenio del suelo en su forma inorganica y
posteriormente se convierte en compuestos organicos. La SeMet, es el
compuesto mayormente presente en granos de cereales y legumbres (Hatfield
et al., 2016). Entre las diferentes formas en que se puede presentar el Selenio,
este es metabolizado hasta seleniuro (H2Se) el cual es el precursor en la
sintesis de seleno-cisteina. Ademas, tanto el selenito como selenato, son
reducidos a selenuro por las enzimas glutation-glutarredoxina y tiorredoxina.
Sin embargo, existe otra via en la cual el selenuro es generado a partir de
SeMet y Sec mediante la accion de una enzima liasa (Canari-Chumpitaz,
2011).

La incorporacién de Selenio en las proteinas puede darse de manera
especifica regulada por Sec en el ARNt lo cual permite introducir las
selenoproteinas de manera exacta, y no especifica la cual se basa en la
similaridad de la quimica del Azufre (S) y Selenio, por lo que ocasionalmente
el Se puede reemplazar al S en sus rutas metabdlicas (Cafari-Chumpitaz,
2011). La Sec libre puede ser un sustrato de la cisteil-ARNt sintetasa que, al
formar selenocisteil-ARNtCys, incorpora a la Sec de forma no especifica en
posiciones donde se encontraba la cisteina en las proteinas (Figura 2). Se
debe considerar que la incorporacién especifica de Sec es eficiente en

concentraciones fisioldgicamente 6ptimas de Se por lo que usualmente no se
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produce Sec libre, y un exceso de Se en el organismo se excreta por medio
de orina como compuestos selenio metilados y selenoazucares (Papp et al.,
2007).
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Figura 2. Metabolismo de selenio. Los metabolitos de selenio en la dieta (a) son
incorporados a la célula donde, junto con el pool intracelular (b), son metabolizados por
diferentes rutas que convergen en el seleniuro (b). El seleniuro sirve como fuente de selenio
para la biosintesis de selenocisteina (Sec). La excrecion del exceso de Se en el organismo se

realiza por medio de compuestos metilados de selenio y selenoazlcares. Fuente: Papp et al.,
2007.
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2.1.2.3 Selenio en la salud

Selenio es un elemento esencial para la salud humana. Esta
involucrado en las primeras vias metabdlicas, desempena una proteccion
contra el dafio oxidativo y regulacion de los sistemas inmunolégico y de
reproduccion (Guardado-Félix et al., 2019; NIH, 2018): La dosis recomendada de
consumo es de 55 ug en adultos y 60-65 ug en mujeres embarazadas por dia
(NIH, 2018). No obstante, dos terceras partes de la poblacion mundial llevan una
dieta baja en este elemento, lo cual podria ser un factor que desencadene
diversas enfermedades (Haug et al., 2007). No obstante, el Se ha mostrado un
papel importante en prevencion de estrés oxidativo, cancer, enfermedades virales
como VIH y hepatitis (Guardado-Félix et al., 2019; Serrano-Sandoval et al., 2019)
ademas de ser un importante cofactor de diversas enzimas intervinientes en la
sintesis de hormonas tiroideas, ADN, funcionamiento muscular, entre otros (Haug
et al., 2007). La principal causa de deficiencia de Se es la baja cantidad del mineral
presente en el suelo debido a las erosiones que se presentan de manera natural
en los suelos agricolas (Lazo-Vélez et al., 2015). Por lo tanto, esto puede ser
revertido mediante la ingesta de alimentos los cuales hayan sido fortificados con
este elemento en bioprocesos como fermentacion y germinacion (Gergely et al.,
2006).

2.2 GARBANZO

2.2.1 Generalidades del garbanzo

2.2.1.1 Origen y biologia

Mediante evidencia botanica y arqueologia se establece que el
garbanzo fue domesticado en Medio Oriente y cultivado en gran escala en
India, Cuenca Mediterranea y Etiopia para posteriormente extenderse a
América y Australia. A mediados del siglo XVI, espafoles y portugueses
introdujeron el garbanzo al continente americano, y debido a las condiciones

ambientales nativas de la zona, se obtuvo una rapida expansion en paises
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como México; posicionandolo como un producto con importancia comercial
(ASERCA, 1997).

Con respecto a su taxonomia, el garbanzo se encuentra dentro de la
familia Fabaceae, tribu Vivieae, subfamilia Papolionoides, género Cicer del
cual so6lo la especie Cicer arietinum L presenta una importancia agronémica y
econdmica. En el International Crops Research Institute for the Semi Arid
Tropic (ICRISAT) se han recolectado cerca de 9,000 lineas de germoplasma
de garbanzo. EIICRISAT se encuentra en Patancheru, India, siendo este pais
el principal contribuyente a este banco (Chavan et al., 1989). Los genotipos de
garbanzo difieren entre si, y de acorde al cultivo, su forma puede ser redonda,
semiredonda, arrugada, semiarrugada o exalbuminosa. Existen dos tipos de
grano de garbanzo: Desi (originario de la India) el cual tiene testa gruesa y
pigmentada (color café, amarillo, negro o verde) y Kabuli (originario de la
region del Mediterraneo y el medio oriente) caracteristico por su testa delgada

y color blanco o crema (Milan-Noris et al., 2019).

2.2.1.2 Estructura del grano

El grano de esta legumbre se conforma de 3 partes principales: testa,
cotiledon y embrion (Figura 3). La testa corresponde a la capa o cubierta
externa del grano, la cual se puede remover por remojo. El cotiledon,
corresponde aproximadamente el 84% del peso del grano seco, y contiene
granulos de almiddén envueltos en una matriz proteinica la cual esta constituida

de cuerpos proteinicos (Wood et al., 2011).
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Chalaza

Figura 3. Estructura del grano de garbanzo (Cicer arietinum L.)
Fuente: Chavan, 1989.
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Por otro lado, se encuentran las partes externas del garbanzo, llamadas
hilio (hillum), micropilo y rafe o chalaza. El hilio es una larga cicatriz oval que
se observa donde la semilla se desprende del tallo, no es uniforme, ya quien
su forma varia desde redonda a oblonga y de oval a eliptica. El micropilo es
una diminuta apertura en la cubierta de la semilla hacia el lado del hilio (hillum)
y es ahi donde el tubo polinico se introduce al ovario. Su estructura varia desde
circular y triangular a una forma de tenedor. El rafe o chalaza es un canal hacia
el lado del hilio y opuesto al micrépilo, representa la base del tallo, el cual se
fusiona con la cubierta del grano durante el proceso de madurez (Wood .,
2011; ., 1989). La parte restante del grano estd compuesta por estructura
embrionaria, la cual incluye a la raiz y un eje embrionario corto localizado por
encima y debajo del cotiledon, este cuenta con diversas hojas foliadas y

termina en la punta del tallo (Chavan et al., 1989).

2.2.1.3 Importancia econémica

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa en importancia
sobre la base de produccion mundial de grano, después del frijol. Ademas, es
considerada como una leguminosa importante en paises en vias de desarrollo
y en el aino 2021 se reportd una cosecha de 15.871 millones de toneladas
alrededor del mundo. Los paises lideres en produccion son India con 11.910
millones de ton que representan cerca del 75% de la produccién mundial.
Otros importantes paises productores a nivel mundial de esta leguminosa son
Australia (876 mil ton), Etiopia (478 mil ton), Turquia (475 mil ton), Myanmar
(467 mil ton). De manera general, la superficie de siembra y el rendimiento de
produccion de este grano, se encuentran en una tendencia al alta en los
ultimos 38 afos (FAOSTAT, 2021).

México se ubica en octavo lugar de produccion a nivel mundial, con un
total de 180,223.05 mil ton en el afio 2021 (FAOSTAT, 2021). Los estados con
mayor produccion son Sinaloa, Sonora, Michoacan y Baja California Sur. Su

produccion promedio en los ultimos 10 afios es de 180,574 ton (FAOSTAT,
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2021). Sinaloa es el lider en produccion de este grano con alrededor de
128,200 ton lo cual representa el 71% de la cosecha nacional, con un promedio
75 mil ton y una productividad media estatal de 2.109 ton/ha (SIAP, 2020).

2.2.2 Composiciéon nutrimental y nutraceutica del grano de
garbanzo

El garbanzo constituye una buena fuente de proteinas y carbohidratos
complejos que incluye al almidén. También, posee cantidades importantes de
vitaminas (acido ascoérbico y niacina) y algunos minerales (calcio, fésforo,
magnesio, sodio, hierro Fe, potasio) y representa un excelente suministro de

acidos grasos insaturados (oleico, linoleico) (Tabla 2) (Jukanti et al., 2012).
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Tabla 2. Composicion nutrimental de garbanzo.

Composicién quimica (%) b.s. Rango
Proteinas (%) 12 -30
Carbohidrato (%) 50.6-70.9
Almidoén 37.2-50.0
Azucar 3.5-9.0
Fibra 10.6 — 27.3
Cenizas (%) 25-40
Grasas totales (%) 3.1-7.42
Grasas saturadas 0.46-1.11
Grasas monoinsaturadas 0.58 -1.40
Grasas poliinsaturadas 2.04 -4.94
Vitaminas (mg/100g)
Tiamina (B1) 0.028 - 0.40
Riboflavina (B2) 0.55
Niacina (B3) 0.15-0.30
Piridoxina (B6) 1.6-2.9
Acido Félico 150
Vitamina C 2.15-6.00
Vitamina K 120
Minerales (mg/100g)
Ca 105 - 220
Mg 115-212
Fe 43-76
Cu 0.5-1.40
Zn 2.8-6.11
Mn 1.21-4.38
Na 21-24
K 878 — 926
P 398
Cr 0.008

b.s. base seca. Fuente: Jukanti et al., 2012.
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2.2.1 Proteinas

El garbanzo se clasifica dentro de los granos con mayor contenido
proteico, y en los ultimos afios ha ganado mayor popularidad. Su contenido
varia entre el 12-30% segun la variedad (Kabuli o Desi) (Guardado-Félix et al.,
2017). Las fracciones de proteinas mas importantes son globulinas (56%),
albuminas (12%), prolaminas (2,8%), glutelinas (18,1%) y proteinas residuales
(Singh y Jambunathan, 1981). Sus proteinas se distribuyen diferencialmente
en la estructura anatomia de la semilla; testa, cotiledones y embrion. Los
cotiledones constituyen el 82.9% del peso total de la semilla, mientras que el
embridn y la testa constituyen una pequena proporcion. El embrion contiene
52.1% proteina mientras que el cotiledén 24.8% vy la testa de la semilla 4.1%
(Singh y Jambunathan, 1981).

El embriéon es rico en albuminas mientras que los cotiledones en
globulinas y la cubierta de la semilla en glutelinas y prolaminas (Serrano-
Sandoval et al., 2019). Las globulinas actian como proteinas de
almacenamiento, las cuales representan una buena fuente de energia y
nitrdgeno reducido, lo cual es esencial para la germinacién y el crecimiento de
las plantulas. Ademas, comprenden aproximadamente el 50% de las proteinas
de la semilla de garbanzo y son compuestas por dos grandes grupos; el 11S
conocido como legumina (320-400 kDa) y el 7S denominado vicilina (145-190
kDa), siendo clasificados segun sus coeficientes de sedimentacion (Guardado-
Félix et al., 2017).

El garbanzo es una de las pocas legumbres que contiene cantidad
significativa de glutelinas que se consideran la fraccion principal en granos de
cereales. Las glutelinas pertenecen a la familia de las globulinas 11-12S y son
estructuralmente similares a las globulinas (Takaiwa et al., 1999). Sin
embargo, existe poca informacién sobre la caracterizacion molecular de las
glutelinas, tales como secuencias de péptidos, secuencias de aminoacidos,

propiedades biologicas y funcionales (Serrano-Sandoval et al., 2019).
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Las albuminas, estan implicadas en mecanismos defensivos y estos
han sido descritos como albumina PA2 y albumina PA1 o 2S. La albumina de
garbanzo 2S (~20 kDa) estda compuesta por dos polipéptidos de 10 y 12 kDa.
Su masa molecular es de 20 kDa. La composicion de aminoacidos muestra
que es rica en aminoacidos azufrados, principalmente cisteina con
composicion del 4.6% aminoacido total. La subfraccidn de albumina 2S es una
proteina globular compacta, como sugiere la estructura disulfuro reportada
para la albumina 2S de altramuz (Lupinus albus L.) (Serrano-Sandoval et al.,
2019).

La fraccion de globulina es deficiente en metionina y cisteina, mientras
que las fracciones de albumina y glutelina contienen una cantidad ligeramente
mayor de estos aminoacidos. Aunque la fraccidon de globulina tiene una
cantidad baja de aminoacidos azufrados, el garbanzo se considera una fuente
de proteina de alta calidad) (Serrano-Sandoval et al., 2019).

La calidad de una proteina se estima comparando su composicion de
aminoacidos con respecto a una proteina estandar (FAO”, 1991), en donde se
analiza el perfil de aminoacidos esenciales y sus aminoacidos limitantes
acorde a las recomendaciones para nifios en edad preescolar
(FAO/OMS/ONU, 2007). En el garbanzo se han reportado los siguientes
parametros de calidad proteica: 52 a 85% de valor biolégico (BV), 1.2 a 2.64
proporcion de eficiencia proteica (PER), 76 a 92.8 de digestibilidad verdadera
(TD) y 87 a 92 de utilizacidén neta de proteinas (Wood et al., 2011).

2.2.2 Carbohidratos

Los carbohidratos son importante fuente de energia en el garbanzo, los
cuales corresponden a mas del 50% de su peso. Entre los carbohidratos
presentes se encuentran monosacaridos (ribosa, glucosa, galactosa vy
fructosa), disacaridos (sacarosa y maltosa) y oligosacaridos (estaquiosa,
ciceritol, rafinosa y verbascosa). El contenido de estos compuestos varia

dependiendo la variedad y tipo de grano (Wood et al., 2011). Existen en el
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garbanzo dos grupos principales de oligosacaridos, los cuales son de la familia
rafinosa y galactosil cicitoles (Jukanti et al., 2012). Los oligosacaridos no
pueden ser absorbido o degradado en humanos debido a la ausencia de la
enzima a-galactosidasa. De acuerdo a literatura el contenido total de
oligosacaridos en garbanzos crudos varia de 0.122 a 14.53g/100 g, siendo la
estaquiosa la mas abundante (0.013 a 5.94 g/100 g) seguido de rafinosa
(0.011 a 5.02 g/100 g), ciceritol (0.22 a 6.72 g/100 g) y verbascosa (0.004 a
0.81 g/100 g) (Milan-Noris et al., 2019).

El garbanzo también contiene fibra dietaria, la cual es definida por la
FAO como los componentes de la dieta de origen vegetal, que son resistentes
a las enzimas digestivas del hombre y quimicamente esta representa por ser
la suma de los polisacaridos que no son almidones ni lignina. Esta misma se
clasifica en soluble e insoluble, donde soluble se digiere y/o fermenta
lentamente en el colon lo cual ayuda al crecimiento de extensa gama de
microorganismos que comprenden la microbiota intestinal e insoluble es
metabdlicamente inerte (Jukanti et al., 2012). La concentracion de fibra esta
directamente relacionada al porcentaje de testa, el cual varia segun la variedad
(Milan-Noris et al., 2019).

El almidén es la principal fuente de carbono en leguminosas, formado por
2 polimeros amilosa y amilopectina, en la cual los residuos de glucosa son
ligados por enlaces o (1-4) para formar moléculas lineares y es ramificado por
enlaces a (1-6). Las cadenas laterales de amilopectina estan empaquetadas en
diferentes formas en la lamela de los granulos de almidon; "Tipo A" en cereales,
"tipo B" (tubérculos) y "tipo C" en leguminosas. El polimorfismo "C" es
considerado un intermedio entre el "A" y "B" referente a la densidad de
empaquetamiento y estructura (Jukanti et al., 2012). El contenido de almidén
en garbanzo varia de 41 a 50% del total de los carbohidratos (Jukanti et al.,
2012). El almidon es considerado como completamente digerible; pero puede
contener cantidades considerables de almidén resistente (AR) dependiendo de

la naturaleza del almidén y del procesamiento del grano. La digestibilidad del
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almiddén y AR es influenciada por varios factores como la accesibilidad de las
enzimas, la estructura de los granulos de almidén, entre otras (Rebello et al.,
2014). Dentro del almidon total contenido en el garbanzo, 35% es considerado
ARy el resto almidon digerible (Jukanti et al., 2012). La digestibilidad del almidon
en leguminosas es bajo comparado con el del almidén de cereales. La velocidad
a la cual el almidén de leguminosas es digerido es 45% menor que en cereales
(Jukanti et al., 2012; Rebello et al., 2014).

2.2.3 Lipidos

El contenido de lipidos en garbanzo varia de 2.7 a 6.4 % en granos tipo
desiy de 3.4 a 8.8 % para kabuli (Jukanti et al., 2012). En este grano los acidos
grasos insaturados corresponden el 67% de los lipidos totales, siendo el
linoléico (omega- 6) y linolénico (omega- 3) los mas sustanciales. Los granos
tipo desi contienen de 46-62% de acido linoléico mientras que en kabuli se
presentan rangos de 16-56%. El contenido de acido Oleico varia de 18-23% vy
de 19-32% para desi y kabuli, respectivamente (Avalos-Castro et al., 2023). El
acido linoléico posee actividad hipocolesterolémica y logra reducir el riesgo de
ateroesclerosis y enfermedades coronarias. Un contenido alto de acido
linoléico en garbanzo podria relacionarse a los niveles bajos de colesterol
sérico en dietas que incluyen esta leguminosa (Pittaway et al., 2008).

2.2.4 Vitaminas y minerales

El grano de garbanzo es una buena fuente de algunas vitaminas del
grupo B (Tiamina, Niacina, Piridoxina y acido Fdlico), contiene de 150-557 ug/g
de folatos; el acido folico podria ayudar en la prevencion de algunos tipos de
cancer inducidos por dafios al ADN (Milan-Noris et al., 2016). También, cuenta
con 4 mg de vitamina C /100 g, sin embargo, esta puede ser destruida
facilmente durante el procesamiento o por tiempos extensos de

almacenamiento. Peculiarmente en este grano la vitamina A se localiza como
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provitamina A, en forma de carotenoides, los cuales brindan el color amarillo a
los cotiledones (Tarzi et al., 2012) y dentro de este grupo destacan Luteina y
Zeaxantina los cuales se asocian en la prevencion de enfermedades como
aterosclerosis y degeneracion macular relacionada con la edad (IMFNB,
2001). De igual importancia se encuentra la vitamina E (Tocoferoles y
Tocotrienoles) en concentracion de 13.7 mg de vitamina E/ 100g, la cual ayuda
a prevenir la formacion de coagulos en sangre y el bloqueo de carcindégenos
de estbmago (Saldeen y Saldeen, 2005). Con respecto a la vitamina K, el
garbanzo cuenta con cantidades bajas en comparacion con vegetales de hojas
verdes, pero con valores mas altos respecto a diversas frutas y productos
animales; esta es requerida para la coagulacion de la sangre en formacion de
huesos y salud vascular (USDA/ARS, 2005).

La semilla cruda de garbanzo proporciona en promedio 5 g de hierro,
4.1 mg de zinc, 138 mg de magnesio, 160 mg de calcio y 8.2 ug por cada 100
gramos. No hay diferencias significativas en el contenido de minerales entre
genotipos desi y kabuli a excepcion del calcio, que se presenta en mayor
cantidad en las semillas de garbanzo desi (154 vs 210 mg/100 g). Minerales
como zinc, cobre y selenio, también llamados micronutrientes, desempefian
un papel fundamental en el mantenimiento y refuerzo de los sistemas inmune
y antioxidante. Asi como también, afectan la compleja red de genes
(nutrigendmica) con actividades pro y anti-inflamatoria (Mocchegiani et al.,
2014). Por otra parte, la biodisponibilidad de minerales, especialmente en
hierro se ve mejorada, durante el bioproceso de germinacion, debido a la
reduccion de fitatos y al incremento en el contenido de acido ascoérbico (Bains
et al., 2011).

2.3 Nutraceuticos

El grano de garbanzo es una fuente rica de algunos compuestos
bioactivos que ayudan a reducir el riesgo de enfermedades cronico-

degenerativas. Entre los cuales se encuentran fitoesteroles, compuestos
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fendlicos, saponinas, carbohidratos no digeribles, péptidos bioactivos, entre
otros. El contenido de nutracéuticos en garbanzo crudo se presenta en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Nutracéuticos presentes en el garbanzo.

Familia de compuestos Grupos/ Contenido
nutracéuticos: Efectos Compuestos identificados Total
biolégicos
Fitoesteroles: B-sitoesterol glucosilado, B-sitoesterol, 75 mg/100 g
Efecto hipocolesterolémico Campesterol y Estigmaesterol.
antioxidante, antiinflamatorio y
prevencion de cancer.
Compuestos fenodlicos: Isoflavonas 3078 pg/Kg
Efecto estrogénico, (Biochanina A, Formonetina y
antioxidante, antiinflamatorio, Biochanina A glucésido)
antimicrobiano y prevencion del  Flavonas 134 uglg
cancer. (Luteonina).
Flavonoles 2432 pglg
(Catequina, Epicatequina,
Epilocatequina, Epicatequina galato,
Quercitina, Kaempferol y Mirecitina).
Acidos fendlicos 1258 uglg
(Clorogénico, Galico, Ferulico,
Hidroxibenzoico, Cumarico, Siringico,
Vanilico, Cafeico, Shikimico,
Protocatecuico, Sinapico y
Dihidroxibenzoico).
Antocianinas 589 ug/g
(Cianidina, Petunina y Delfinina).
Saponinas: Soyasaponina (g, 2173 mg/Kg
Efecto hipocolesterolémico, Soyasaponina |, Lablab
prebidtico y prevencién del saponina Im Soyasaponina
cancer. ag, Soyasaponina Il y
Kakasaponina Il y IIl.
Carbohidratos: Almidén resistente 310 g/Kg
Efecto hipocolesterolémico,
prebidtico, prevencion del Oligosacaridos 6.3a8.6%
sindrome metabdlico y cancer.  (Rafinosa, Estaquinosa, Verbascosa y
Ciceritrol).
Fibra dietaria Soluble: 1.3
g/100g

Fuentes: Harris y Ferguson, 1993; Park et al., 2001; Choi et al., 2002; De Almeida et al.,
2006; Guglu-Ustiindag y Mazza, 2007; Hamalainen et al., 2007; Heinonen, 2007; Chen et al.,
2008; Paniagua-Pérez et al., 2008; Vivancos y Moreno, 2008; Xiaoli et al., 2008; Crozier,
Jaganath y Clifford, 2009; Silva-Cristobal et al., 2010; Sreerama, Sashikala y Pratape, 2010;
Aguilera et al., 2011; Kim et al., 2012; Konar et al., 2012; Nystrom et al., 2012; Al-Sheraji, 2013;
Sagratini et al., 2013; HaiRong et al., 2013; Threapleton et al., 2013; Fratianni et al., 2014; Hu
et al., 2014; Xiao et al., 2014; Hithamani y Srinivasan, 2014; Chen et al., 2015.
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2.4 Efecto benéfico

El consumo de garbanzo ha sido asociado con algunos beneficios a la
salud que pueden reducir el riesgo de enfermedades cronico-degenerativas.
Estos efectos se han relacionado por la presencia de fibra soluble, isoflavonas,
fitoesteroles y saponinas, considerando al garbanzo como potencial alimento
funcional (Jukanti et al., 2012). El consumo del garbanzo se le atribuye la
disminucién de factores de riesgo de enfermedades cronico-degenerativas,
como diabetes, sindrome metabdlico (Nestel et al., 2004; Pittaway et al., 2008;
Udahogora, 2012); cancer (Chen et al., 2015), inflamacion y obesidad
(Hosseinpour-Niazi et al., 2014; Milan-Noris, 2018).

En los ultimos anos, la capacidad antioxidante en el garbanzo se ha
estudiado ampliamente debido a la presencia de numerosos compuestos
bioactivos, entre ellos, péptidos y polifenoles (Gupta y Gupta, 2017). Los
compuestos fendlicos se le atribuye un efecto positivo a la salud debido a su
propiedad antioxidante. El garbanzo contiene cantidades considerables de
compuestos fendlicos que incluyen flavonoides, flavonoles, proantocianidinas
oligoméricas y poliméricas. Otra clase de compuestos fendlicos que se
encuentran en los garbanzos se conocen como isoflavonas, que tienen
muchas funciones biolégicas, como actividades antioxidantes, estrogénicas,
antifungicas y antibacterianas (Li et al., 2008).

Las semillas de garbanzo que tienen testa pigmentada exhiben niveles
mas altos de actividad antioxidante, lo que las convierte en un alimento
funcional ademas de proporcionar proteina a la dieta (Segev et al., 2010). La
capacidad antioxidante del garbanzo puede verse influenciada por el tipo de
procesamiento empleado antes de su consumo (Sandoval-Sicairos et al.,
2020).

Se han realizado estudios con respecto a la capacidad antioxidante
(ORAC) de garbanzo tipo desi, reportando rangos de 858 a 1140 umol TE/100
g muestra base seca en grano originario de la India (Zia-Ul-Haq et al., 2008).
Por otro lado, Heiras-Palazuelos (2012), publicé valores ORAC de 5011 — 5756
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pmol TE/100 g muestra base seca en 5 genotipos de garbanzo desi
cosechados en el estado de Sinaloa, destacando el potencial que estos granos
tienen como fuente antioxidante.

Ademas de presentar propiedades antioxidantes, ligado por un gran numero
de compuestos fendlicos, en garbanzo. También se han encontrado la
presencia de péptidos con actividad antioxidante (Kou, 2013). Dentro de las
propiedades antioxidantes relacionadas a estos péptidos se incluyen su
habilidad para inactivar especies de oxigeno, aparear radicales libres de
oxigeno, ademas de impedir la penetracion de iniciadores de la oxidacién de
lipidos por la formacién de una capa protectora alrededor de las moléculas de
lipidos (Moure et al., 2006).

Un grupo de investigadores evaluaron la capacidad antioxidante de
hidrolizados de albumina de garbanzo, en donde encontraron porcentajes de
23% a 43% de inhibicion mediante el método DPPH, lo cual muestra el

potencial antioxidante en dichos hidrolizados de este grano (Kou, 2013).

2.4.2. Enfermedades cardiovasculares y Obesidad

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son otra causa principal de
mortalidad en los paises desarrollados y en desarrollo. Debido a que la
hipercolesterolemia, es decir, el nivel alto de colesterol en plasma es una
caracteristica de la ECV, el impacto de la fibra dietética en el nivel de colesterol
sérico ha recibido una enorme atencion. El garbanzo ayuda a reducir el nivel
de colesterol en plasma, ya que es una fuente rica en fibras dietéticas (Gupta
y Gupta, 2017). El garbanzo tiene un papel beneficioso en el control del peso
corporal, debido a que es una fuente rica en fibra dietética, conocida por su
papel protector en el desarrollo y manejo de la obesidad (Gupta y Gupta,
2017).
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2.4.3 Efecto prebioético (modulacién de microbiota)

La poblacién de las bacterias benéficas y patdgenas del colon es
llamada microbiota. La dieta puede tener un impacto muy marcado en el
ambiente del intestino incluyendo el transito intestinal y pH. El cambio en la
ingesta de los principales macronutrientes (carbohidratos, proteinas y grasas)
puede afectar significativamente la composicién de la microbiota (Maccaferri
et al.,, 2012). El filo bacterial dominante en adultos sanos son Firmicutes,
Bacteroidetes y Actinobacteria, con baja abundancia de Verrucomibia y
Proteobacteria. Las 2 especies de bacterias mas dominantes en el colon de
humanos que llevan una dieta occidental son Fecalibacterium prausnitzii y
Eubacterium rectale que representan cerca del 8 y 4% de la microbiota
respectivamente (Maccaferri et al., 2012).

Los prebioticos son carbohidratos no digeribles que son fermentados en
el colon generando energia y acidos grasos de cadena corta (SCFA) estos
ultimos selectivamente promueven el crecimiento de Bifidobacteria y
Lactobacillae en el tracto gastrointestinal (Dwivedi et al., 2014). Los principales
SCFA producidos son acetato, propionato y butirato; el primero entra a la
circulacién y es usado en lipogénesis, el segundo es transportado al higado y
usado gluconeogénesis, mientras que el ultimo es la principal fuente de
energia de los coloncitos ademas de tener efecto antiinflamatorio y antitumoral
(Udahogora, 2012). En el caso de la fermentacion de almidén resistente la
bacteria Ruminococcus bromii juega un papel importante (Maccaferri et al.,
2012). Aunque los lipidos de la dieta son mayormente absorbidos por el
humano; en estudios recientes se han encontrado lipidos (7%) en las heces.
Una dieta alta en grasas puede generar reducciones en la concentracion de
butirato, causar inflamacion en el intestino y reduccion de la concentracidon de
Bifidobacterias y la especie Roseburia (Maccaferri et al., 2012).

En la microbiota del colon existen pocas bacterias capaces de
metabolizar a los compuestos fendlicos, como es el caso de Escherichia coli,
Bidifobacterium sp., Lactobacillus sp., Bacteriodes sp, y Eubacterium sp
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(Dwivedi et al., 2014). Las bacterias del colon actuan enzimaticamente sobre
los compuestos fendlicos que no son absorbidos (90-95% del consumido),
produciendo metabolitos con importancia fisiologica. Clostridium 'y
Eubacterium son los principales géneros relacionados con el metabolismo de
compuestos fendlicos como isoflavonas, flavonoles, entre otros. Ademas de
contribuir con la modulaciéon positiva sobre la microbiota, los compuestos
fendlicos y sus metabolitos inhiben el crecimiento de bacterias patégenas
(Dwivedi et al., 2014).

El consumo de fibra de garbanzo y lupino estimulan el crecimiento las
Bifidobacterias del colon y contribuyen con su estado optimo del colén. Por
otra parte, las rafinosas del garbanzo modulan la composiciéon microbiana del
intestino promoviendo la salud intestinal en humanos (Dwivedi et al., 2014).
En los pacientes que consumieron garbanzo se encontraron menos casos con
la presencia de Clostridium histolyticum-Clostridum lituseburense, bacterias
patogenas y putrefactivas, que los que consumieron la dieta control (Fernando
et al., 2010).

2.4.4. Diabetes

El consumo del garbanzo puede disminuir los niveles de glucosa en
sangre, niveles de insulina y su resistencia (-54%) al compararse con el
consumo de trigo (Nestel et al., 2004; Udahogora, 2012). En otro estudio no
se obtuvieron resultados similares para glucosa e insulina en plasma, pero se
encontraron disminuciones significativas en colesterol total y LDL en plasma
en el grupo que consumi6 garbanzo (Nestel et al., 2004; Pittaway et al., 2008;
Udahogora, 2012).

El almidéon de garbanzo es mas resistente a la digestidén intestinal
debido a su extensa propiedad de polimerizacion, lo que resulta en una menor
disponibilidad de glucosa que provoca una entrada mas lenta al torrente
sanguineo y una menor demanda de insulina (Prathapan et al., 2011). Por

otra parte, el garbanzo germinado posee mayor contenido fendlico, actuando
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como potenciales inhibidores de enzimas clave (a-glucosidasa y a-amilasa)
asociadas con la diabetes tipo 2, lo que sugiere que se pueden generar nuevos
factores que promueven la salud durante el metabolismo de las semillas
(Prathapan et al., 2011). Se han explorado la incorporacion de harinas de
garbanzos en el desayuno, con resultados positivos pero discretos, que
apuntan a un mejor control de la glicemia de los sujetos que consumieron pan
elaborado con harina de garbanzos (Johnson et al., 2005); Teniendo en cuenta
estos efectos antidiabéticos, los garbanzos pueden considerarse una fuente
de energia principal y sin riesgos para las personas diabéticas. Ademas,
dichos compuestos bioactivas del garbanzo pueden usarse en el desarrollo de

alimentos funcionales.

2.5 hidrolizados proteinicos

La Hidrolisis proteinica consiste en la ruptura de los enlaces péptidos,
generando por consecuencia péptidos de menor tamafio o incluso de
aminoacidos libres. Este proceso puede realizarse de manera quimica o
bioldgica. El primer método consiste en un tratamiento donde se utilizan acidos
y bases. Sin embargo, actualmente se intenta disminuir el uso de este método,
ya que se ha demostrado tener efectos perjudiciales sobre la calidad
nutricional del hidrolizado, debido a la destruccién de L-aminoacidos, y
formacion de D-aminoacidos y compuestos téxicos como Lisinoalanina
(Montoya-Rodriguez et al., 2015). En cuanto al proceso bioldgico, se utiliza
una enzima (proteasa) la cual rompe los enlaces peptidicos. Asimismo, este
proceso se realiza con temperaturas y pH mas noble, evitando la formacion de
los compuestos indeseables antes mencionados (Giron-Calle et al., 2010).
Para determinar el grado de hidrolisis, es indispensable cuantificar el
porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacién con la proteina original
(Girén-Calle et al., 2010).

Los hidrolizados nacen de la busqueda de la mejora nutricional de las

proteinas de origen vegetal y animal para el uso como suplemente alimenticio
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para requerimientos en la dieta y tratamientos de diversas patologias
(Vilcacundo & Hernandez-Ledesma, 2017). Estos son utilizados
principalmente como suplementos alimenticios, debido a su alta solubilidad y
adaptabilidad en alimentos liquidos; utilizandose principalmente por aquellas
personas que necesitan un aporte extra de proteina, por ejemplo, para
alimentacion de personas de la tercera edad, alimentacion enteral, parenteral

y nutricion deportiva (Giron-Calle et al., 2010).

2.5.1 Enzimas durante la digestién gastrointestinal

Durante el proceso de digestion, el cuerpo produce diversas enzimas,
las cuales se encargan de la degradar y absorcion de los alimentos desde que
son ingeridos por la boca, hasta ser desechados por el recto. Pepsina, tripsina
y quimiotripsina son unas de las principales enzimas degradadoras de las
proteinas, enzimas proteoliticas, en el sistema digestivo, especializandose
principalmente en el rompimiento de los enlaces entre los tipos de
aminoacidos, ademas de ayudar en la ruptura de las proteinas en sus
componentes (péptidos y aminoacidos libres), los cuales asi pueden ser
absorbidos por la mucosa intestinal y pasar al sistema circulatorio (Fruton,
2002). Pepsina, es una endoenzima que rompe los enlaces internos de la
proteina, es mas eficiente en péptidos hidrofébicos y preferentemente
aminoacidos aromaticos (triptéfano, tirosina y fenilalanina) (Segura Campos,
2015). Tripsina, rompe principalmente la cadena de péptidos en el grupo
carboxilo de los aminoacidos lisina y arginina, a excepcion cuando alguno de
los dos esta seguido por prolina (Sanchez-Torres et al., 2011). De igual forma,
la quimiotripsina es también una enzima digestiva que se encuentra en el jugo
pancreatico, la cual rompe las proteinas y los polipéptidos (Fruton, 2002).
Existen proteinas comerciales como pancreatina (mezcla de enzimas
proteasas, amilasas y lipasas) y la alcalasa. La alcalasa pertenece a las
proteinas de grupo de serina, que inicia el ataque nucleofilico en el enlace

peptidico, amida, a través del residuo de serina (Meredith et al., 1978).
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2.5.2 Efecto a la salud de hidrolizados/péptidos de garbanzo

A la fecha se conocen varios efectos benéficos de las proteinas del
garbanzo. Estas proteinas pueden convertirse en hidrolizados por la accién de
enzimas, fermentacion u otros procesos. Los hidrolizados de proteinas se
definen basicamente como una mezcla heterogénea de aminoacidos libres,
péptidos y oligopéptidos que se generan por la accidon de enzimas u otros
procesos. Por otro lado, los biopéptidos o péptidos bioactivos son moléculas
compuestas de 3 a 50 residuos de aminoacidos de longitud que han
demostrado beneficios positivos para la salud mas alla de la nutricion basica
(Chalamaiah et al., 2017). Los biopéptidos podrian aislarse de la mezcla
compleja para dilucidar la secuencia de aminoacidos y otras caracteristicas.

Los hidrolizados proteinicos de garbanzo se producen principalmente
por hidrélisis enzimatica de la proteina entera, pero también pueden ser de
fracciones proteinicas especificas. Aunque los hidrolizados contienen una
mezcla compleja de péptidos activos e inactivos, han demostrado notables
beneficios para la salud. El principal resultado notificado de hidrolizados de
garbanzo es antioxidante. Yust et al., (2012) demostraron que la hidrolisis
enzimatica del aislado proteico de garbanzo (CPI) con alcalasa seguida de
flavourzima producia hidrolizados ricos en propiedades antioxidantes. Los
hidrolizados de garbanzo mostraron una actividad antioxidante
significativamente mayor determinada por el ensayo de blanqueo de [3-
caroteno, el poder reductor y los efectos de barrido de radicales 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) en comparacion con el aislado de proteina no
hidrolizado. Wang et al., (2016) demostraron que los hidrolizados de proteina
de garbanzo obtenidos por la accion enzimatica de la alcalasa seguida de la
reaccion de plasteina mostraron una actividad antioxidante significativamente
mayor que los homdlogos obtenidos a partir de la proteina total. Los autores
concluyeron que el pH era el factor que mas influia en la disminucion de
aminoacidos libres. Los hidrolizados modificados mejoraron su actividad de
barrido de radicales hidroxilos y su poder reductor. En otra investigacion, se
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produjeron diferentes fracciones de hidrolizados (3.5, 3.5-7 y <7 kDa) mediante
digestion gastrointestinal in vitro a partir de garbanzos crudos o tratados
térmicamente. Los hidrolizados (3.5-7 kDa) del garbanzo tratado térmicamente
poseian la mayor actividad antirradical contra ABTS* (ICs0: 41 pg/mL). Por otra
parte, los hidrolizados (3.5-7 kDa) del garbanzo crudo ejercieron la mayor
actividad antirradical contra DPPH y quelante del Fe?* (ICso: 20.94 y 52.53
pg/mL, respectivamente). El hidrolizado (>3.5kDa) del garbanzo tratado
térmicamente demostré la mayor actividad estimulante del crecimiento de
fibroblastos y quelante del Cu?* (Karas et al., 2015).

Asimismo, algunos pretratamientos pueden potenciar la hidrélisis de
proteinas y mejorar la capacidad antioxidante de los hidrolizados resultantes.
Un CPI se sometié primero a alta presion hidrostatica y después a hidrélisis
con alcalasa. Los hidrolizados producidos a alta presiéon (100-300 MPa)
poseian una mayor tasa de captura de aniones superéxido. El tratamiento a
200 MPa durante 20 minutos seguido del tratamiento con alcalasa produjo
hidrolizados de garbanzo con la mayor actividad antioxidante. Esta
combinacién particular aumento significativamente la actividad de barrido del
radical superoxido (39%) y el poder reductor (0.272) (Zhang et al., 2012). Del
mismo modo, para optimizar la enzimdlisis, se pretratd una proteina de
garbanzo con ultrasonido. Las condiciones Optimas de este pretratamiento
fueron 500 W, 28 min y 48 °C. El radical hidroxilo y la reducibilidad del
hidrolizado fueron 95, 97% y 1,73%. El valor de la concentracion inhibitoria
media (ICso) del radical hidroxilo disminuyd con los hidrolizados pretratados
con ultrasonidos. Se concluyé que el pretratamiento ultrasénico mejord la
hidrdlisis enzimatica y la actividad antioxidante de los hidrolizados (Du et al.,
2013). Ultimamente, otros procesos como la germinacién se han utilizado
como pretratamiento para producir hidrolizados. Se produjeron hidrolizados de
albumina, globulina y glutelina mediante el proceso de germinacion en
presencia de selenio, seguido de una hidrolisis gastrointestinal in vitro. Los

hidrolizados de la fraccion de glutelina <10 kDa mostraron la mayor capacidad
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antioxidante celular en células Caco-2 (Serrano-Sandoval et al., 2019).
Ademas, Chalamaiah et al., (2017) han demostrado que durante el proceso de
germinacién hay hidrdlisis de la proteina del garbanzo.

En cuanto a las propiedades hipocolesterolémica de hidrolizados y los
péptidos de garbanzo se ha encontrado lo siguiente. Los hidrolizados
obtenidos a partir de CPI con hidrdlisis enzimatica mostraron una actividad
hipocolesterolémica significativamente mayor (inhibicion de la solubilidad
micelar in vitro, 50%) que el CPI (Yust et al., 2012). Asimismo, un hidrolizado
de albumina de garbanzo producido por proceso enzimatico (alcalasa y
flavorzima) demostré efectos antihiperlipidémicos. Los hidrolizados mostraron
in vivo una capacidad dependiente de la dosis para disminuir los niveles
séricos de lipidos (colesterol total sérico, triglicéridos, lipoproteina de baja
densidad “LDL”), mientras que aumentaron los niveles de colesterol de
lipoproteina de alta densidad (HDL) (Xue et al., 2015). Recientemente, se
evaluaron los efectos de los hidrolizados de garbanzo CPH8 (DH=8%) y
(DH=17%) en el perfil lipoproteico y en el estado oxidante en ratas alimentadas
con colesterol. El colesterol sérico total y los niveles de colesterol LDL y HDL
se redujeron por el CPH17 disminuyeron en ambos grupos alimentados con
hidrolizados y aumentaron la actividad de la lecitina-colesterol aciltransferasa
y la apolipoproteina A4. Los niveles de colesterol hepatico total y esterificado
se multiplicaron por 2 en ambos grupos tratados. Solo el tratamiento con
CPH17 disminuyd los contenidos de malondialdehido en VLDL y HDL y mejord
la actividad de la glutation peroxidasa (Milan-Noris et al., 2016).

Otro enfoque terapéutico prometedor contra algunas enfermedades no
transmisibles es la eliminacion de las especies reactivas del oxigeno (ERO) y
los radicales con quelantes metalicos. Los quelantes metalicos forman
complejos solubles y estables que se eliminan a través de las heces o la orina
(Milan-Noris et al., 2016). Los hidrolizados de garbanzo se purificaron
mediante cromatografia de afinidad metalica y se fraccionaron mediante

cromatografia de filtracion en gel. Los hidrolizados quelantes de hierro de las
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fracciones mostraron una mayor actividad quelante de hierro que los
homologos no purificados (Torres-Fuentes et al., 2015). Posteriormente, se
evalud la capacidad del hidrolizado de garbanzo para inhibir la peroxidacion
lipidica mediada por cobre. Los hidrolizados purificados y fraccionados se
evaluaron mediante la inhibicién de la oxidacién de -caroteno, la inhibicion de
la oxidacion de acidos grasos mediada por cobre y la inhibicion de la oxidacién
de lipoproteinas de baja densidad mediada por cobre. Los hidrolizados de
garbanzo con mayor contenido de aminoacidos de histidina ejercieron los
mayores efectos antioxidantes. Los autores confirmaron la gran capacidad de
la histidina para unirse a metales de transicién y actuar como donante (Torres-
Fuentes et al., 2015).

Ademas de estos beneficios para la salud, los hidrolizados de garbanzo
han demostrado un efecto anticancerigeno. Los estudios in vivo demostraron
que los hidrolizados de albumina disminuian significativamente el volumen
tumoral y aumentaban la tasa de inhibicion tumoral. Ademas, la administracion
a ratones de los hidrolizados provocé un aumento de la actividad de la
superoéxido dismutasa (SOD) y una disminucion del malondialdehido hepatico
(MDA) (Xue et al., 2015). Sanchez Chino et al., (2019) evaluaron el efecto
inhibidor de la proteina hidrolizada de garbanzo sobre el cancer colorrectal
inducido por azoximetano (AOM) en ratones alimentados con una dieta
hipercalorica. La administracion de hidrolizados de proteina de garbanzo
redujo significativamente el colesterol y el indice aterogénico. Ademas, el
consumo de hidrolizados redujo el numero de criptas aberrantes del colon en
una relacion relacionada con la dosis.

Algunos péptidos bioactivos han sido purificados y secuenciados de
garbanzo con el fin de evaluar sus efectos relacionados con la salud,
principalmente en relacion con su estructura y caracteristicas fisicas (Kou,
2013). Se obtuvo un péptido antioxidante derivado de un hidrolizado de
albumina de garbanzo mediante hidrélisis de alcalasa y flavorzima. El péptido

se identifico fraccionando el hidrolizado de albumina por cromatografia de
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exclusién por tamafo. Segun los ensayos DPPH y TEAC, el péptido de
garbanzo (CPe)-1ll mostré la mayor actividad antioxidante. La secuencia del
péptido se identific6 como RQSHFANAQP (1155 Da) mediante LC-ESI-
MS/MS (Kou, 2013). Por otra parte, un pentapéptido bioactivo identificado
como NRYHE se evalué como antioxidante en las lineas celulares Caco-2 y
HT-29. Segun los resultados del analisis, el pentapéptido reguld tres
importantes enzimas antioxidantes: catalasa, glutation reductasa y glutation
peroxidasa. La respuesta de estas enzimas fue dependiente de la dosis.
Asimismo, el tratamiento con pentapéptidos modula la via Nrf2 mediante la
activaciéon de promotores clave (Guo et al., 2014). De la misma manera, la
proteina de garbanzo fue hidrolizada por digestion enzimatica, purificada con
cromatografia de afinidad y fraccionada. Se identificaron los péptidos
antioxidantes de las proteinas de garbanzo y se evaluaron el poder reductor,
la eliminacién de radicales libres (FRSA) y la actividad antioxidante celular
(AAC). Las secuencias identificadas correspondian a proteinas de
leguminosas: ALEPDHR, TETWNPNHPEL, FVPH y SAEHGSLH. Los
péptidos altamente antioxidantes contenian residuos de histidina, triptéfano y
fenilalanina, que se consideran importantes donantes de hidréogeno (Torres-
Fuentes et al., 2015). Xue et al., (2015) sintetizaron un péptido de garbanzo
(CPe-lll) derivado de su fraccion de albumina soluble en agua. Se evaluaron
los ensayos de poder reductor, radical hidroxilo, radical DPPH, barrido de
radicales ABTS y DCFH-DA tras el tratamiento con el péptido sintético
RQSHFANAQP. El efecto antioxidante mostré una actividad significativa
dependiente de la dosis, y el péptido sintetizado inhibié la proliferacion de
células de cancer de mama. En otra investigacion, se obtuvieron péptidos de
garbanzo mediante la hidrdlisis enzimatica de enzimas seguida del
fraccionamiento y purificacion de los hidrolizados. Las secuencias (DHG,
VGDI) se dilucidaron mediante ESI-MS y ESIMS/MS y se identificaron como
las que ejercian mayores efectos antioxidantes. Ademas, estos péptidos no

mostraron actividad hemolitica (Torres-Fuentes et al., 2015).
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Por otra parte, (Milan-Noris, 2018) evaluaron el efecto antiinflamatorio
de péptidos de concentrados proteicos de garbanzo Desi y Kabuli cocido y
germinado. Los concentrados proteicos fueron hidrolizados por pepsina-
pancreatina, en una digestion y absorcion gastrointestinal in vitro simulada. El
efecto antiinflamatorio de los digeridos de garbanzo germinado fue 2 veces
superior al de los digeridos de garbanzo cocido. Para identificar qué péptidos
contribuian principalmente a los efectos antiinflamatorios de los digeridos
proteicos de garbanzos germinados de los cultivares Kabuli y Desi, ambas
muestras se fraccionaron mediante RP-LC-MS. La separacion resultante
produjo 3 fracciones para cada cultivar. La F3, de ambos tipos de garbanzo,
se analizé posteriormente por LC-MS/MS, en la que el perfil peptidico fue
similar para ambos cultivares. Se identificaron con éxito un total de 24
secuencias peptidicas diferentes (SEGGLIETWNPSNK, NEDEEKGAIVKVK,
VKGGLSIITPPEKEPR, GGLSIITPPEKEPR, GGLSIITPPEKEPRAQXK,
LHQNIGSSSSPDIYNPQAGR, LHQNIGSSSSPDIYNPQAGRIK,
GRRGSEESEEGDAIVK, GSEESEEGDAIVK, GSEESEEGDAIVK,
SRNPIYSNKFGK, ISREQIEELSKNAK, QQSQETDVIVK, EQIEELSKNAK
,ISREQIEELSKNAK ,VLLEEQEQKPK, EQIEELSKNAK, SPIYSNKFGK,
DVGQKTKEVGQDIQAK, IFKISKEDVHGLAPK, HIVDKLQGRDEDEEK,
SREEETTEWEEEVAK y FSGNRGPLVQPR) como fragmentos de proteinas
de almacenamiento, estructurales, de reserva de nutrientes y catabdlicas. Este
estudio demostré el potencial de los concentrados de garbanzos germinados
para ejercer un efecto antiinflamatorio en el colon. Estos resultados aportan la
idea de que, al igual que los hidratos de carbono no digeribles y los fenoles, la
fraccidn proteica hidrolizada también puede contribuir a la actividad

antiinflamatoria del garbanzo.
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3. HIPOTESIS

El bioproceso de germinacién en presencia de selenio y la simulacién
de digestion gastrointestinal in vitro liberan compuestos bioactivos que

incrementan la capacidad antioxidante de los granos de garbanzo pigmentado.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la germinacion, selenizacién y digestion
gastrointestinal in vitro sobre el contenido de compuestos bioactivos en

garbanzo negro y rojo.

4.2 Objetivo especifico

1.- Evaluar el efecto de la germinacion con y sin selenito de sodio sobre
las caracteristicas fisicas de garbanzo rojo y negro.

2.- Cuantificar la acumulacion de selenio en garbanzo rojo y negro por
efecto de la germinacion en presencia de selenito de sodio.

3.- Caracterizar el efecto del tiempo de germinacién con y sin selenito
de sodio sobre el perfil de proteinas y contenido de proteina soluble de
garbanzo rojo y negro.

4.- Determinar el efecto del tiempo de germinacién con y sin selenito de
sodio sobre el contenido de fendlicos totales y actividad antioxidante de
garbanzo rojo y negro.

5.- Caracterizar efecto del tiempo de hidrolisis en digestion
gastrointestinal sobre el contenido de compuestos bioactivos en los

germinados-selenizados de garbanzo rojo y negro.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES

Se trabajo con dos cultivos de garbanzo tipo Desi (rojo ICC5383 y negro
ICC 3761), de la coleccion del Banco Mundial de Germoplasma del Instituto
Internacional de Investigacion de Cultivos de Tropicos Semiaridos (ICRISAT)
los cuales fueron sembrados en el valle de Culiacan en el campo experimental
del Instituto Nacional de Ciencias Forestales, Agricultura y Ganaderia
(INIFAP), localizado en Culiacan, Sinaloa, México. Las semillas de garbanzo
se cosecharon en abril-mayo del 2019, se limpiaron para remover el material
extrafo, y posteriormente se almacenaron en doble bolsa hermética en un

contenedor a -20°C hasta su uso.

5.2 METODOS

El proyecto consistié en dos etapas de acuerdo con el diagrama
experimental (Figura 4). La etapa 1 consistid6 en evaluar el efecto de la
germinacién y selenizacion sobre el contenido de compuestos bioactivos.
También las propiedades fisicas y verificar la incorporacion de selenio en el
grano. En la etapa 2 se caracterizo el efecto de la simulacion de digestion
gastrointestinal sobre el contenido de compuestos bioactivos en las harinas de

garbanzo germinado y selenizado.
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Seleccion de muestra Medicion de propiedades fisicas

(garbanzo) y germinacién con

selenio Cuantificacion de selenio
Etapa 1: —_— Etapa 2:
. - Imulacion - - -
Harina germinada- . ogesion  —p|  Hidrolizados de harina
selenizada Gastrointestina germinada-selenizada

! !

- Perfil de proteina (SDS-PAGE)
- Proteina soluble
- Fenodlicos totales

- Actividad antioxidante

Figura 4. Diagrama experimental.
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5.2.1. Germinacion

Para el proceso de germinacién se utilizé la metodologia previamente
descrita (Guardado-Félix et al., 2017; Milan-Noris, 2018). Brevemente, las
semillas de garbanzo (100g) se desinfectaron en 200 mL de una solucion de
hipoclorito de sodio al 0.12% durante 3 minutos, y después se lavaron 3 veces
con agua destilada. Posteriormente las semillas se hidrataron en 0.85
volumenes de agua destilada que contenia 2 mg selenito de sodio durante 6 h
a 25 °C con agitacion cada 15 minutos. Una vez hidratadas las semillas se
transfirieron y dispersaron uniformemente en bandejas de plastico. El proceso
de germinacién se llevé a cabo en una incubadora sin luz a 24 + 1 °C con una
humedad relativa del 80%. Se recolectaron muestras cada 24 horas, hasta el
dia 5 de germinacion. Las semillas germinadas resultantes se secaron en un
deshidratador a 60°C por 25 horas, molieron y almacenaron a -20 °C hasta su

analisis.

5.2.2. Propiedades fisicas

Las propiedades fisicas de las semillas germinadas se realizaron de
acuerdo con lo reportado por Guajardo-Flores et al., (2012) Donde se contaron
los granos germinados en lotes de 100 por triplicado. También se determiné el
tamano del brote midiendo con un vernier 25 semillas por lote. Estas

propiedades se midieron diariamente durante el proceso de germinacion.

5.2.3. Determinacién de selenio en grano

El contenido de selenio en los brotes de garbanzo se determiné en base
a lo reportado por (Guardado-Félix et al., 2017). Los brotes fueron digeridos
en solucién acida (HNOs al 77%). La mezcla resultante se pasé a un digestor
en un sistema de microondas cerrado (Mars 5 CEM, Matthews, NC, EE. UU.),

con el siguiente programa: rampa de 15 minutos de temperatura ambiente a
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180 ° C; mantenido a 180 °C durante 10 min y luego la temperatura se redujo
a 50 °C en 20 min. Después de la digestion, las muestras se ajustaron a 5 mL
con agua desionizada, se transfirieron a viales de 20 mL y se almacenaron a
4°C hasta el analisis. El contenido de selenio de la digestion acida se midid
usando un espectrémetro de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP
/ MS) (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) con un nebulizador concéntrico
de vidrio Tipo C (Meinhard, Golden, CO, EE. UU.). La tasa de acumulacion de
selenio se calcul6 considerando el selenio total que se absorbié por 100 g de

semilla hidratada con 2 mg de Na2SeOs.

5.2.4. Extractos metandlicos

La preparacion de extractos metandlicos se llevé a cabo de acuerdo con
la metodologia descrita por (Milan-Noris, 2018) con algunas modificaciones.
La muestra se disolvié 1/10 en metanol (80%). Posteriormente la muestra se
sonicd por 10 min, luego se centrifugo (3,000 rpm, 4°C) por 10 min. Se
recolecta el sobrenadante y se repite la extraccion. El sobrenadante es llevado
a sequedad y almacenado a -20°C. El extracto es resuspendido a 1 mL para

su analisis.

5.2.5. Extracto de proteina

Su elaboracion se realizé de acuerdo con lo reportado por Montoya-
Rodriguez et al., (2015) con modificaciones. El extracto de proteina se preparo
usando una solucion de buffer de fosfato salino (PBS) con un pH de 7.4, en
una relacion de 10 mg de harina en 1 mL de buffer. Consecutivamente la
muestra se puso en sonicacion 5 min, inmediatamente se centrifugo (10,000
g, 4°C) durante 10 min. El sobrenadante se recolecto y almaceno a -20°C

hasta su uso.
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5.2.6. SDS-PAGE

El ensayo se realizé en base al método Laemmli (1970). Primeramente,
las muestras fueron diluidas en buffer Laemmli (Bio-Rad Laboratories) con 5%-
B-mercaptoetanol y colocadas a ebullicion 5 minutos previos a cargarlas en el
gel de separacion. Las bandas de los extractos de proteina de garbanzo
(crudo, germinado e hidrolizado) se analizaron mediante SDS-PAGE utilizando
geles de 15% de poliacrilamida (Bio-Rad). Se utiliz6 el estandar de peso
molecular de proteinas Dual color (Bio-Rad). La etapa de electroforesis se
realiz6é a 110 Voltios durante 120 minutos en una solucion fijadora de 10% de
Buffer Tris Glicina y 90% de agua. Posteriormente los geles fueron retirados
del equipo y tefiidos con una solucién de azul de Coomassie R250 (Coomassie
brilliant blue R250 1.25g, agua desionizada 200 mL, metanol 250 mL, acido
acético glacial 50 mL) durante toda la noche. Una vez tefidos los geles, fueron
lavados con una solucion para destefir (agua destilada 670 mL, metanol 290
mL, acido acético glaciar 40 mL y acido tricloroacético 35 g). Las imagenes se
obtuvieron utilizando el sistema de imagen Gel Doc™ XR+ Gel Documentation

System de Bio-Rad.

5.2.7. Medicién de proteina soluble (DC-Protein Assay)

El contenido total de proteina soluble se determiné mediante el DC-
Protein Assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA) para microplacas. Este
es un ensayo colorimétrico para la concentracion de proteina. La cantidad de
proteina soluble se calculé utilizando una curva estandar de albumina de suero
bovino. Para la creaciéon de la curva estandar se preparo la siguiente
formulacion: 15 mg de albumina de suero bovino fueron disueltos en 10 mL de
PBS (1500 pg/mL) y se hicieron 7 diluciones posteriores hasta 10 ug/mL. La
curva estandar se realizé el mismo dia de la medicion y se prepar6 con el
mismo PBS con el que se prepararon las muestras. Antes de cargar la muestra

en la microplaca, se realizd una dilucion 1:20. Una vez realizada la curva
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estandar y las diluciones se procedi6 a llenar la placa de la siguiente forma: se
agregaron 5 uL de cada uno de los puntos de la curva estandar y 5 uL de la
muestra en una microplaca (transparente). Posterior a esto se afiadieron 25
ML de reactivo A (solucién de tartrato de cobre alcalino) y 200 pL de reactivo B
(reactivo folin diluido) (Bio Rad 500-0116). Después de agregar los reactivos,
se dejaron reposar 15 minutos y posteriormente se midié su absorbancia en
un espectrofotometro a 690 nm. Este estudio se basa en la interaccion de los
aminoacidos aromaticos con los reactivos A y B. Altos niveles de aminoacidos
aromaticos nos indican mayor contenido de proteina soluble. Ademas, el color
de la muestra cambia de claro a azul, indicando que entre mas intento es la
tonalidad de azul, mayor es su contenido de proteina soluble presente en la

muestra.

5.2.8. Determinacion del contenido de fendlicos totales (CFT)

El contenido de fendlicos totales se determin6 en base al método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton, Orthofer y Lamuela-
Raventds (1999). Esta prueba consiste en mezclar acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico que se reduce, por la accién de los fenoles, en una mezcla de
oxidos azules de tungsteno en un medio altamente basico (carbonato de sodio).
Los compuestos fendlicos son facilmente oxidables en medio basico, formando
O2, los productos de oxidacion reaccionan con el molibdato formando 6xido de
molibdeno, este compuesto puede ser identificado y cuantificado por
espectroscopia de UV/visible debido a que absorbe a una longitud de 740 nm.
Primeramente, en cada uno de los microtubos se colocé 100 pyL de la
curva/muestra, posteriormente se afiadié 50 pL del reactivo Folin-Ciocalteu 2N,
pasados 5 min se agregd 400 pL de carbonato de sodio 2N después de 5 minutos,
se agrego 1 mL de agua destilada. Posterior a eso las muestras fueron incubadas
a temperatura ambiente durante 90 minutos y una vez finalizado el tiempo, se
colocaron 200 pL de cada muestra a una microplaca y se tomo lectura de

absorbancia a 740 nm. La cuantificacion se llevd a cabo utilizando una curva de
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acido galico y los resultados de CFT se expresaron en mg Equivalentes de acido

galico (EAG)/ g muestra.

5.2.9. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante de las muestras de garbanzo se determind
utilizando el ensayo de capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno
(ORAC), de acuerdo con el método descrito por el ensayo ORAC, esta basado
en el grado de inhibicién de la flouresceina (FL) como sustrato de oxidacién y
como agente oxidante el generador de radicales libres peroxilo el cual es
inducido por descomposicion térmica de compuesto 2,2°azobis (2-
metilpropionamida) dihidroclorado (AAPH). La solucién de FL (1.2 mM) se
preparé pesando 39.87 mg de FL, disueltos en 100 mL de buffer fosfato salino
(PBS) (75 mM, pH 7.4), posteriormente fue almacenado en condiciones de
refrigerador en ausencia de luz. En base a la muestra y FL se elabor6 una
solucion diluida (10 uM). Para el ensayo se utilizé una solucién (0.1 uM) la cual
fue preparada diariamente, para la cual se utilizaron 0.25 mL de la solucion
diluida y se le afnadieron 25 mL de PBS. La solucion de AAPH (200 mM) se
prepard tomando 207 mg de AAPH mas 5 mL de PBS. Se utilizo un estandar
de 1 mM de solucién Trolox (analogo de vitamina E), preparado en solucion
PBS. Se tomaron 25 uL de muestra las cuales se diluyeron en 75 mM de PBS,
posteriormente fueron transferidas a las celdas del espectrofotometro
(Synergy TM HT Multideteccion, Biotek, Inc., VT), donde se les adicion6 150
ML de FL y 25 uL de AAPH, se mezclaron e incubaron a 37 °C durante 30
minutos, la determinacion de fluoresceina se realizé en intervalos de 2 minutos
durante 60 min (485 nm para absorcion y 538 nm para emision). Los resultados
se calcularon basandose en las diferencias de area bajo la curva cayente
fluorescente entre el blanco y las muestras y se expresan como micro moles
de equivalentes de trolox (umol ET) /mg de PS en los hidrolizados y pmol de

TE/100 gr, BS para las harinas germinadas.
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5.2.10. Simulacién de digestion gastrointestinal in vitro

La simulacién de digestion gastrointestinal in vitro se realizé en harinas
de garbanzos germinados por 5 dias en presencia 0 ausencia de selenito de
sodio. La hidrolisis se realizé acorde a la metodologia de Sandoval-Sicairos,
2020 con modificaciones. El primer paso fue disolver la muestra en agua (1:20
p/v), se ajusté a 37°C y pH 2. Posteriormente se paso6 a digerir con pepsina
[EC 3.4.23.1, 2250 unidades/mg; enzima/sustrato, 1:20 (p/p)] durante 2 horas.
La digestion gastrica se detuvo incrementando el pH a 7.5 para iniciar una
subsecuente digestion intestinal con pancreatina [4x USP; enzima/sustrato,
1:20 (p/p); pH 7.5] a 37°C durante 2 horas. La digestién se detuvo bajando pH
a 4 y calentando a 75°C durante 20 minutos. Una vez terminados los digeridos
transitaron a ser centrifugados a 20000 x g, 4°C durante 20 min. Durante la
digestion se tomaron alicuotas al tiempo de 30, 60, 90, 120, 180, 210 y 240
minutos, las cuales se filtraron y almacenaron -20 °C para el posterior analisis
de perfil de proteina, capacidad antioxidante, contenido de proteina soluble y

compuestos fendlicos.

5.2.11. Analisis estadistico

Los datos se reportaron como la media + desviacion estandar de 3
réplicas. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una o dos vias seguido
de la prueba de Tukey para detectar diferencias de acuerdo con las variedades
de garbanzo, contenido de selenio y los tiempos de germinacion o hidrolisis.
El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el software JMP 14 del instituto
SAS (Cary, NC, EE. UU.). Un valor de p<0.05 se considerod significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto del tiempo de germinacion con selenito de sodio sobre

caracteristicas fisicas de garbanzo pigmentado.

En la Tabla 4 se observan las propiedades fisicas de las dos variedades
de garbanzo; primeramente, se destaca un alto porcentaje de germinacion
(>90%) en ambas variedades incluso en las muestras que se adiciono selenio.
Destacando que la adicidon de dicho mineral no afecto el bioproceso. Ademas,
los valores de longitud de los brotes mostraron ser muy favorables,
aumentando con el tiempo de germinacion en ambas variedades. El tamafo
de brote en el dia 5 fue significativamente (p<0.05) mayor en los granos de

garbanzo negro con selenio en comparacién con los granos sin selenio.
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Tabla 4. Propiedades fisicas de garbanzo desi germinado y selenizado.

Tiempo de germinacién

(dias)
Propiedad Variedad Selenizacion 1 2 4 5
% de R.5383 Sin Se 83.8£2.3"  84.7+2.8," 92.3+5.4a" 98.4+2.2,A 96.7+2.2.°
Germinacién Con Se 84.4+3.26" 85.243.2," 99.0+ 2.0, 99.2+1.1." 96.8+2.4."
N.3761 Sin Se 92.4+1.1s* 90.720.6v" 96.7+1.85  98.1+0.8,A 97.5+1.1.°
Con Se 91.8+1.9.A 90.7+4.6" 98.0+1.2:"  98.1+0.8.A 97.5+1.1.A
Longitud del brote R.5383 Sin Se Nd 1.210.2¢ 2.6+0.3p 3.6+1.0a 4.441.7,
(cm) Con Se Nd 1.110.3¢ 2.4+0.4p 3.1+0.6a 3.3+0.7a
N.3761 Sin Se Nd 1.320.3A 2.9+0.6p4 4.5+0.7A 4.7+0.9.8
Con Se Nd 1.4£0.34* 2.9+0.6M 4.3+0.94 5.7+1.7°

Nd: no determinado. R.5383. Garbanzo rojo variedad 5883. N.3761. Garbanzo negro variedad
3761. Sin Se. 0 mg Selenito de Sodio/100g. Con Se. 2 mg Selenito de Sodio/ 100g. Los
resultados se expresan como medias * desviacion estandar. Medias con letras diferentes en
cada linea indican diferencia significativa (p<0.05) por efecto de la germinacion.
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6.2. Cuantificacion del contenido de Selenio en garbanzo
pigmentado germinado y germinado-selenizado.

El Tabla 5 muestra los valores de acumulacién de selenio acorde al dia
4 y 5 de germinacién. Se puede observar que la acumulacién del selenio fue
mayor al 80%, donde observamos que la variedad R.5383 presento un mayor
contenido (p<0.05) de este elemento en comparacion con la variedad N. 3761.
Ademas, se observd una tendencia a acumular selenio en relaciéon con el

tiempo de germinacion.
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Tabla 5. Contenido de selenio en variedades de garbanzo germinado y

selenizado.

Tiempo de Variedad Contenido de Selenio % selenio

germinacion (ug Sel/g bs.) acumulado

(dias) Sin Se Con Se

4 R.5383 <LOD 8.27+0.044 89.47
N.3761 <LOD 7.83+0.04p 84.76

5 R.5383 <LOD 9.07+0.044 97.90
N.3761 <LOD 8.68+0.04p 93.74

Sin Se. 0 mg Selenito de Sodio/ 100g. Con Se. 2 mg Selenito de Sodio/100g. LOD. Limite de
deteccion (<0.5 pg Se/g). R.5383. Garbanzo rojo variedad 5383. N.3761. Garbanzo negro
variedad 3761. bs. Base seca.
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6.3. Efecto de la germinacion de garbanzo pigmentado sobre el
perfil de proteinas y contenido de proteina soluble.

En la Figura 5 se presenta el perfil de proteina de las variedades de
garbanzo germinado R. 5383 (A) y N.3761 (B) con o sin presencia de selenio,
donde se puede observar que ambas muestras de garbanzo presentaron
bandas de proteinas entre 10-75 kDa las cuales corresponden a globulina,
albumina y glutelinas. También se observa una ligera hidrolisis enzimatica que
va en aumento con respecto a los dias de germinacion, ya que durante este
proceso las proteinas de almacenamiento se descomponen y actian como

fuentes de aminoacidos, nitrégeno y carbono para la sintesis de biomoléculas.
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Figura 5. Perfil de proteinas (SDS-PAGE) en garbanzo desi germinado en las

variedades 5383 (A) y 3761 (B). 1: Globulinas 11s; 2: Globulina 7s; 3: Albumina; 4:

Glutelina; STD: Estandar de peso molecular de proteinas Dual color; GC: garbanzo crudo.
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En la Tabla 6 se observa un incremento significativo de proteina soluble
por efecto del tiempo de germinacion, particularmente en la variedad N.3761.
La variedad R. 5383 sin selenio aumento 11% de PS (contenido de proteina
soluble) durante sus dias de germinacion a diferencia de las muestras con
selenio que incrementaron solo 3%. Por otra parte, N.3761 presento un
incremento del 39% de PS en las muestras sin adicién de dicho elemento y un

45% mas en el grano con selenio en relacion con el tiempo de germinacion.
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Tabla 6. Contenido de proteina soluble en garbanzo desi germinado y

selenizado.

Variedad Tiempo
Selenio de germinacion (dias)?
1 2 3 4 5
R.5383 Sin Se 1214£09.7%bc  105206.05; 112415.2%c  129+12.08  134+04.4%,
ConSe  131x08.3% 140+08.4%p  127+13.2% 151+£11.0% 135+00.0%ab
N.3761 Sin Se 176+07.6%q 246+15.2%, 206+11.58:  290+05.7%a  245+05.73,
ConSe  185+07.6*c 195+15.28; 205+02.8Ac  240+10.4B,  268+05.0%

amg PS/g bs. R.5383. Garbanzo rojo variedad 5383. N.3761. Garbanzo negro variedad 3761.
0 mg Selenito de Sodio/ 100g. Con Se. 2 mg Selenito de Sodio/100g. PS. contenido proteina
soluble. Los resultados se expresan como medias + la desviacion estandar. Medias con letras
mayusculas diferentes en por columna de cada variedad indican diferencia significativa
(p<0.05) por efecto de la selenizacion. Medias con letras minUsculas diferentes en cada linea
indican diferencia significativa(p<0.05) por efecto de germinacién. bs. base seca.
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En el contenido de PS de garbanzo germinado se observé un efecto
significativo de las variables estudiadas, variedad de garbanzo y el tiempo de
germinaciéon, mientras que el contenido de selenio suplementado durante el
tiempo de germinacion no tuvo un efecto significativo sobre este parametro
(Tabla 7).
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Tabla7. Prueba de Efectos del modelo en muestras de garbanzo germinado

selenizado.
Variables PS CFT AAOX
Variedad de garbanzo <.0001* 0.0062* <.0001*
Contenido de Selenio 0.6822 0.3135 0.9100
Tiempo de germinacién <.0001* <.0001* <.0001*
Variedad * Contenido de selenio <.0001* 0.0012* 0.0351*
Contenido de selenio * Tiempo de germinacién 0.0013* 0.1052 0.0919
Variedad * Tiempo de germinacién <.0001* 0.6978 <.0001*

Variedad * Contenido de selenio * Tiempo de germinacién <.0001* 0.2316  0.0003*

PS: Contenido de Proteina soluble. CFT. Contenido de fendlicos totales.
AAOX. Actividad antioxidante. p<0.05
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6.4 Efecto de la germinacion de garbanzo pigmentado sobre el
contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

En la Tabla 8 se observa el contenido de fendlicos totales en garbanzo
desi germinado, donde se observé un incremento con respecto al tiempo de
germinacioén, reporto mayor cantidad de estos en la variedad N. 3761. CFT en
la variedad R.5383 mostro un incremento de 31% en las muestras sin Se y un
27% con Se, respecto al tiempo de germinacion. Por otra parte, en la variedad
N. 3761, CFT incremento 17% en granos sin Se y 25% en muestras con Se,

comparando el dia 1 con el dia 5.
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Tabla 8. Contenido de Fendlicos totales en garbanzo desi germinado y

selenizado.

Variedad Tiempo de germinacién

Selenizacién (dias)?
1 2 3 4 5

R.5383 Sin Se 204+5.08. 218+7.58; 240+0.98, 257+1.2B; 269+5.1B,
Con Se 225+1.8% 245+0.9A 251+3.8%:  27910.6%  286+1.1%,

N.3761 Sin Se 2524+5.4A;  26118.4%c 271+7.2%c 276+3.3%p 295+0.6%ab
Con Se 234+2.8A:  250+0.6% 255+4.3%  284+1.2R.  292+4.7%,

aug EAG/100g bs. R.5383. Garbanzo rojo variedad 5383 N.3761. Garbanzo negro variedad
3761. Sin Se. 0 mg Selenito de Sodio/ 100g. Con Se. 2 mg Selenito de Sodio/100g. ug EAG.
microgramos equivalentes de acido galico/100 gramos. b.s. base seca. Los resultados se
expresan como medias + la desviacion estandar. Medias con letras mayusculas diferentes en
por columna de cada variedad indican diferencia significativa (p<0.05). por efecto de la
selenizacion. Medias con letras minusculas diferentes en cada linea indican diferencia

significativa(p<0.05) por efecto de germinacion.
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La actividad antioxidante de las muestras de garbanzo germinadas se
muestra en la Tabla 9. El tiempo de germinacién aumenta significativamente
(p<0.05) la actividad antioxidante en las muestras de garbanzo germinadas.
En la variedad R.5383, al comparar las muestras del dia 1 contra el dia 5 se
observa un aumento de 2.6 veces en la capacidad antioxidante en muestras
sin Se y un incremento de 3 veces mas actividad antioxidante en granos
tratados con Se. Asimismo, la variedad N.3761 aumento 2 veces su capacidad
antioxidante en las muestras sin Se y 2.5 veces en los granos tratados con Se.
Sin embargo, la presencia de selenio no mostré efecto significativo (p<0.05)

sobre la capacidad antioxidante (Tabla 9).
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Tabla 9. Actividad antioxidante AAOX en garbanzo desi germinado y

selenizado.
Variedad Selenizacion Tiempo de germinacion
(dias)®
1 3 5

R.5383 Sin Se 4267+206.58:. 8100+328.685: 14233+1023.0%4

Con Se 5600+126.4A  8700£209.74, 13300+1025.6%4
N.3761 Sin Se 5167+233.8~c 13733+484.4%, 166671602.2,

Con Se 4700+£352.18:  13100£1017.8%, 16867+733.9%,

a umol de ET/100g bs. R.5383. Garbanzo rojo variedad 5383 N.3761. Garbanzo negro
variedad 3761. Sin Se. 0 mg Selenito de Sodio/ 100g. Con Se. 2 mg Selenito de Sodio/100g.
AAOX. microgramos equivalentes de trolox/100 gramos. b.s. base seca. Los resultados se
expresan como medias * la desviacion estandar. Medias con letras mayusculas diferentes en
por columna de cada variedad indican diferencia significativa (p<0.05). por efecto de la
selenizacion. Medias con letras minusculas diferentes en cada linea indican diferencia
significativa(p<0.05) por efecto de germinacion.
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6.5 Efecto del contenido de selenio y del tiempo de hidrolisis en
garbanzo pigmentado sobre el perfil de proteinas, contenido de
compuestos fendlicos, proteina soluble y actividad antioxidante.

En la Figura 6 se muestra el perfil de proteinas de los hidrolizados de
garbanzo germinado y garbanzo germinado-selenizado de las variedades
R.5383 (Ay C) y N.3761 (B y D). En dicha figura se observa las bandas de
proteinas caracteristicas presentes en las diferentes muestras de garbanzo
germinado o germinado-selenizado sin digerir. En la misma figura se observa
que al aumentar el tiempo de hidrolisis la concentracion de ciertas bandas de
proteinas se degrada. En la misma figura se observa que al tiempo de 240 min
de digestion pepsina+pancretina las bandas con peso molecular menor a 10
kDa, lo cual se relaciona con la formacion de péptidos.
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Figura 6. Perfil de proteinas (SDS-PAGE) en hidrolizados de garbanzo desi

germinado selenizado. A: Garbanzo desi variedad 5383 con selenio; B: Garbanzo desi
variedad 5383 sin selenio; C: Garbanzo desi variedad 3761 con selenio; D: Garbanzo desi
variedad 3761 sin selenio; 1: Globulinas 11s; 2: Globulina 7s; 3: Albumina; 4: Glutelina; STD:
Estandar de peso molecular de proteinas Dual color; GG: Garbanzo germinado; GGH:
Garbanzo germinado hidrolizado.
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En la Tabla 10 se puede observar un incremento en el contenido de
proteina soluble (p<0.05) con relacién al tiempo de hidrolisis. El hidrolisis
completa incremento 5 veces PS en variedad R.5383 y de 2.5 veces en
variedad N.3761, en presencia o ausencia de selenio.
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Tabla 10. Contenido de Proteina Soluble en hidrolizados de garbanzo

germinado y selenizado de dos variedades desi.

Enzima Tiempo Variedad 2
de
digestion R.5383 N.3761
(min)
Sin Se Con Se Sin Se Con Se
Pepsina 0 2.6:t0.00%  2.6£0.0%  4.9:01%  53:0.1A
30 9.7+0.3B, 11.2+0.5%4 9.4+0.28, 10.1£0.149
60 10.7+0.7Age 11.2+0.4%4 10.1£0.1%e  10.5+0.7Acq
90 11.240.5%¢q 11.840.14¢q 11.840.1%4  10.6+0.3%cq
120 11.64£0.4%cd  12.0£0.5%cq 10.940.1%cd  11.3£0.3%0cq
Pepsina + 150 11.920.4%bcd  12.4£0.8%bcd  11.240.6%c  11.6£0.5%c
Pancreatina 180 12.4+0.2%bc  13.3£0.8%pc  11.910.4%p  12.5+0.3%x
210 12.7£0.3%b 13.7+0.6%4p 11.910.4%p 12.5+0.3%x
240 13.0+£0.48, 14.1+£0.3%, 12.3+£0.2%, 13.01£0.4%,

amg PS/mL. R.5383. Garbanzo rojo variedad 5383 N.3761. Garbanzo negro
variedad 3761. Sin Se. 0 mg Selenito de Sodio/ 100g. Con Se. 2 mg Selenito
de Sodio/100g. Los resultados se expresan como medias  la desviacion
estandar. Medias con letras mayusculas diferentes por la linea de cada
variedad indican diferencia significativa (p<0.05) por efecto de la selenizacion.
Medias con letras minusculas diferentes por columna indican diferencia
significativa(p<0.05) por efecto de la hidrdlisis enzimatica.
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El contenido de compuesto fendlicos (Tabla 11) aumento al comparar
la muestra sin digerir con las muestras hidrolizadas de todas las muestras. En
el Tabla 13 se observa un aumento (p<0.05) en la actividad antioxidante de
muestras hidrolizadas de garbanzo germinado y selenizado desi, con relacién

al tiempo de germinacion y contenido de selenio.
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Tabla 11. Contenido de Fendlicos totales en hidrolizados de garbanzo

germinado y selenizado de dos variedades desi.

Enzima Tiempos
de Variedad @
digestion R.5383 N.3761
(min)
Sin Se Con Se Sin Se Con Se
Pepsina 0 0.28+0.08, 0.29+0.0%, 0.31+0.0%4 0.31+0.0%,
30 4.30+0.08, 4.52+0.1%, 4.8240.24, 4.63+0.0%
60 4.57+0.1%,, 4.59+0.2%, 4.91£0.14, 4.7740.0 Acq
90 4.500.1%5 4.72+0.3%, 5.140.1%,, 5.03+0.2%,
120 4444018,  4.75+0.2%, 5.05+0.0 A50c 4.85+0.2 A0
Pepsina + 150 4.28+0.184 4.7410.2%, 5.2240.14, 4.72+0.084
Pancreatina 180 4.39+0.080q 4.70+0.14, 5.31£0.24, 5.17+0.1%,
210 4.35+0.18 4.61+0.14, 5.02+0.1 ¢ 4.96+0.1,c
240 4.59+0.04, 4.65+0.2%, 5.31+0.14, 4.76+0.2800

a2 mg EAG/g. R.5383. Garbanzo rojo variedad 5383. N.3761. Garbanzo negro variedad 3761.
Sin Se. 0 mg Selenito de Sodio/ 100g. Con Se. 2 mg Selenito de Sodio/100g. Los resultados
se expresan como medias * la desviacion estandar. Medias con letras mayusculas diferentes
en por la linea de cada variedad indican diferencia significativa (p<0.05) por efecto de la
selenizacion. Medias con letras minusculas diferentes por columna indican diferencia
significativa(p<0.05) por efecto de la hidrélisis enzimatica.
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El contenido de PS en el garbanzo germinado es unico parametro
donde las variables del estudiadas (variedades, contenido de selenio y tiempo
de hidrolisis) tienen un efecto significativo (Tabla 12). El contenido de fendlicos
totales se influenciada por las variables: variedad de garbanzo y tiempo de
hidrolisis. Mientras que la capacidad antioxidante no se ve influenciada por

ninguna de las variables estudiadas.
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Tabla 12. Actividad antioxidante en hidrolizados de garbanzo germinado y

selenizado de dos variedades desi.

Enzima Tiempos
de Variedad @
digestion R.5383 N.3761
(min)
Sin Se Con Se Sin Se Con Se
Pepsina 0 146£05.7A¢  119+£10.084 216+12.7A¢  200103.4%
30 357+35.1%  254+13.3B; 258+09.1B.  350+08.5%q
60 334+£13.9%  279+13.3B. 429+14.8%, 447+08.2%
90 297+15.3%:  324+07.28, 471+14.2":  417+08.18;
120 334+12.8%  362+12.4%; 442+07.9%p 421+13.1%c
Pepsina + 150 381+02.1% 313+00.08, 471+07.7A;  423+06.98yc
Pancreatina 180 357+06.9%  314+01.28, 441+02.5%p 420+01.0%uc
210 423+01.7%  364+06.38, 440+00.0% 401+01.78
240 383+06.6% 356+06.182  441+01.0%. 519+06.6%4

a umol ET/mg PS. R.5383. Garbanzo rojo variedad 5383 N.3761. Garbanzo negro variedad
3761. Sin Se. 0 mg Selenito de Sodio/ 100g. Con Se. 2 mg Selenito de Sodio/100g. Los
resultados se expresan como medias * la desviacion estandar. Medias con letras mayusculas
diferentes en por linea de cada variedad indican diferencia significativa (p<0.05) por efecto de
la selenizacién. Medias con letras minusculas diferentes por columna indican diferencia
significativa(p<0.05) por efecto de la hidrélisis enzimatica.
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Tabla 13. Prueba de Efectos del modelo en muestras de hidrolizados de

garbanzo germinado selenizado.

Variables PS CFT AAOX
Variedad de garbanzo <.0001* <.0001* NS
Contenido de Selenio <.0001* 0.9664 NS
Tiempo de hidrolisis <.0001* <.0001* NS
Variedad*Contenido de Selenio 0.2875 <.0001* NS
Contenido de Selenio*Tiempo de hidrolisis 0.3436 0.0114* NS
Variedad*Tiempo de hidrolisis <.0001* <.0001* NS
Variedad*Contenido de Selenio*Tiempo de NS
hidrolisis 0.9057 <.0001*

NS no significativo. PS: contenido de proteina soluble. CFT. Contenido de

fendlicos totales. AAOX. Actividad antioxidante.
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7. DISCUSION

7.1 Efecto de germinacién con selenito de sodio sobre compuestos
bioactivos en las variedades de garbanzo desi negro y rojo.

El bioproceso de germinacion en presencia de selenito de sodio tuvo un
efecto positivo en el contenido de compuestos bioactivos con actividad
antioxidante en los granos de garbanzo desi negro y rojo. Es remarcable que
el proceso de germinacién y el crecimiento del brote no fue afectado por la
presencia de selenio. Esto se habia observado previamente por Levine (1925)
y Spender (1978) en donde mencionan que para poder afectar la germinacion
de diferentes muestras de granos fue necesario utilizar cantidades de selenio
muy altas (46-253 mg Se).

Por otro lado, Lazo-Vélez et al.,, (2015) reportan que la tasa de
asimilacion del selenio y la conversion a su forma organica se ve asociado al
tiempo y temperatura de germinacién, asi como la cantidad y tipo de selenio
presente en la solucidén utilizada. El porcentaje de acumulacion de selenio
podria variar con respecto a las caracteristicas fisicas de las semillas de
garbanzo, siendo la testa la que juega el papel mas importante (Knights E.J. y
Maller, 1989). A pesar de las diferencias en porcentaje de testa entre los
granos kabuli (3-5%) y desi (9-15%) (Milan-Noris et al., 2016), las variedades
desi estudiadas tuvieron porcentajes de acumulaciéon de selenio muy
parecidos a los previamente reportados para grano kabuli (Guardado-Félix et
al., 2017).

Ademas, durante el proceso de germinacion se observaron cambios en
el contenido de proteina soluble en ambas variedades, sin embargo, fueron
mayores en la variedad negra, mientras que la biosuplementacion con selenio
no tuvo un efecto significativo en PS. El incremento de PS por el proceso de
germinacion ha sido previamente observado en amaranto y garbanzo (kabuli
y desi) (Milan-Noris, 2018; Sandoval-Sicairos et al., 2020). Dichos cambios

pueden relacionarse con el aumento de endopeptidasas por el proceso de
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germinacioén, las cuales degradan las proteinas en amino acido para poder
sintetizar nuevas proteinas (de Souza Rocha et al., 2014). En el SDS-page se
puede observar la disminucion de algunas bandas de proteina entre 80-75 kDa
en las muestras de garbanzo germinado con o sin selenio al compararse con
la muestra sin de garbanzo sin procesar. Lo cual coincide con lo previo
reportado para garbanzo desi germinado (Milan-Noris, 2018).

El contenido de fendlicos totales en el garbanzo desi negro y rojo vario
significativamente por efecto del tiempo de germinacion, estos resultados
concuerdan con lo previamente reportado por Milan-Noris, 2017; donde en
variedades de garbanzo negro y rojo aumenta el CFT, pero no tan significativo
como el garbanzo desi verde o kabuli Blanco Sinaloa (6 veces). Una
explicacion a este efecto es que al inicio de la germinacion se activa la accion
de la enzima PAL (Fenilalanina Amoniaco Liasa), la cual estimula el proceso
de biosintesis de compuestos fendlicos (Guardado-Félix et al., 2017), siendo
esta etapa parte clave para el incremento de dichos compuestos. Por otra
parte, en el garbanzo negro no se observd un efecto significativo por la
adiccion de selenio durante el proceso de germinacion sobre CFT, mientras
que en la variedad roja CFT si fue diferente todo el proceso de control. Otros
investigadores han reportado un efecto positivo en CFT cuando se germinan
las semillas en presencia de selenio (Guardado-Félix et al., 2017; Lazo-Vélez
et al., 2015).

La capacidad antioxidante se ve influida por la concentracién vy
estructura quimica de los compuestos en los granos (Guajardo-Flores et al.,
2012) y su incremento se puede atribuir a la liberacidon o biosintesis de
compuestos fendlicos que pudieron generarse para el desarrollo de una nueva
plantula por efecto de la germinacion (Tarzi et al., 2012). El proceso de
germinacién del garbanzo desi rojo y negra varié positivamente, lo cual se
puede deber por la liberacion de compuestos fendlicos (isoflavonas) o péptidos
durante dicho bioproceso, fendmeno que se ha observado en garbanzo y otros
granos (Milan-Noris, 2018; Sandoval-Sicairos et al., 2020). Los péptidos
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liberados por germinacién presentan diferentes caracteristicas antioxidantes
(Gallegos Tintoré et al., 2013), la cual esta determinada por su composicién
de aminoacidos. Ademas, se sabe que el mecanismo y eficiencia de los
péptidos antioxidantes esta determinado no solo por su tamano, sino también
por la composicion de sus aminoacidos, estructura y caracter hidrofobico
(Sandoval-Sicairos et al., 2020). La dosis de selenito de sodio empleada
durante la germinacion no estimulo el incremento de compuestos fendlicos o

actividad antioxidante en las variedades de garbanzo desi de este estudio.

7.2 Efecto de la simulacidon gastrointestinal sobre la liberaciéon de
compuestos antioxidantes en garbanzo germinado-selenizado

La simulacién de digestion gastrointestinal (SDG) en las muestras de
garbanzo germinado con o sin selenio causo la liberacion de compuestos
bioactivos con actividad antioxidante. En los experimentos realizados
observamos como al paso del tiempo de hidrolisis se van degradando las
proteinas hasta bandas de >10 kDa (Figura 6) que podria relacionarse con la
formacion de péptidos bioactivos. En las muestras podemos observar que a
partir de los 30 min de digestion con pepsina las bandas que se encuentran
entre 55-100 kDa practicamente desaparecieron, mientras que las bandas de
15 a 37 kDa se presentan de manera tenue pero una vez pasados los 150 de
digestion (30 min pancreatina) estas bandas se digirieron casi por completo
dejando solo la acumulacion de bandas de menos de 10 kDa. Resultados
similares han sido reportados durante la digestion de garbanzo y amaranto
(Milan-Noris, 2018; Sandoval-Sicairos et al., 2020). Por otra parte, durante la
digestion con pepsina (30- 120 min) se observa mayor resistencia a hidrolisis
en las bandas de 15 a 37 kDa en las muestras selenizadas (Figura 6 Ay C)
al compararse con las muestras sin selenio (Figura 6 B y D), se cree que el
selenio tiene efectos inhibitorios sobre la protedlisis (Calvo et al., 2016;
Serrano-Sandoval et al., 2019; Wang et al., 2018).
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El tiempo de hidrolisis de la SGI incremento significativamente PS en la
muestra de garbanzo. Al comparar el hidrolizado al tiempo 240 min la PS
incremento 400% en la variedad R.5383 y 150% en la variedad N.3761, en
presencia o ausencia de selenio al compararla con la muestra sin digerir.
Resultados similares han sido reportados en hidrolizados de amaranto
extrudido y germinado (Montoya-Rodriguez et al., 2015; Sandoval-Sicairos et
al., 2020). El incremento de PS se puede deber a la degradaciéon de las
proteinas a péptidos bioactivos como se puede observar en la Figura 6. Las
variables estudiadas, variedad de garbanzo, contenido de selenio y tiempo de
hidrolisis, presentaron un efecto significativo sobre el contenido de PS las
muestras.

El CFT en las muestras de garbanzo incremento significativamente en
los hidrolizados por la SGI. El contenido de fendlicos totales se vio influenciada
por las variables: variedad de garbanzo y tiempo de hidrolisis. Al comparar los
diferentes hidrolizados (30 a 240 min) con sus correspondientes muestras sin
digerir el CFT incrementa de 15 a 16 veces en Rojo y 15 a 18 veces V negra.
Sin efecto significativo por el contenido de selenio en las muestras. Resultados
similares se han encontrado en hidrolizados de amaranto germinado (14-15
veces) al compararse con muestra sin digerir (Sandoval-Sicairos et al., 2020).
Las leguminosas son ricas en almidon, proteina y fibra y muchos de sus
compuestos fendlicos se encuentran ligados o conjugados en complejos con
estos macronutrientes, por lo que el procesamiento como la germinacion
posterior hidrolisis enzimatica facilitan la liberacién de los compuestos
fendlicos en su forma libre (Acosta-Estrada, 2014; Rocchetti et al., 2022; Zhu,
2015). Ademas, el CFT en la variedad negra fue significativa mente mayor al
compararse con todas las muestras de la variedad roja.

La capacidad antioxidante (CAox) de los hidrolizados de garbanzo desi
aumento significativamente de acuerdo con el tiempo de hidrolisis. Al compara
los hidrolizados con su correspondiente contraparte sin hidrolizar, la capacidad
antioxidante aumento de 2.1 a 2.6 veces. Sin embargo, la CAox no fue
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influenciada estadisticamente por ninguno de los parametros estudiados en
este trabajo. Varios investigadores han reportado el potencial antioxidante de
los hidrolizados de garbanzo sin procesar (Yust et al., 2012; Zhang et al., 2012;
Wang et al., 2016) o garbanzo tratado térmicamente. Otros investigadores han
observado una mejor actividad antioxidante en hidrolizados de garbanzo kabuli
selenizado (Serrano-Sandoval et al., 2019). Sin embargo, el proceso de
germinacién seguido por la SGI libero compuestos fendlicos (isoflavonas) o
péptidos de garbanzo desi que contribuyeron la potencial capacidad
antioxidante de las muestras, fendbmeno que se ha observado en garbanzo
dese (Milan-Noris, 2018). Nuestros resultados muestran que la combinacion
de la germinacion con SGI generan ingredientes funcionales con potencial
para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
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8.CONCLUSIONES

Al evaluar la germinacion, selenizacion y digestion gastrointestinal in
vitro sobre el contenido de compuestos bioactivos en garbanzo negro y rojo se
observo que la dosis de selenito de sodio empleada durante la germinacion no
estimuld el incremento de compuestos fendlicos o actividad antioxidante. Sin
embargo, el proceso de germinacion seguido por la SGI liber6 compuestos
bioactivos, como fendlicos o péptidos, de garbanzo desi que contribuyeron a
la potencial capacidad antioxidante de las muestras. Nuestros resultados
muestran que la combinacion de la germinacion con SGI generan ingredientes
funcionales con potencial para el tratamiento de enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo. De acuerdo con los resultados la variedad de garbanzo
desi negro resulta un interesante material para seguir evaluando y utilizarlo

como material para el desarrollo de alimentos funcionales.
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9. RECOMENDACIONES

Es indispensable continuar con futuros estudios en donde se evalle el impacto
de estas técnicas en garbanzo desi, ya que sus resultados podrian oscilar
dependiendo las condiciones especificas de la muestra y su procesamiento,
sin dejar a un lado que su biodisponibilidad y absorcion de dichos compuestos
nutrimentales podrian variar debido a diversos factores como dieta general y
condiciones de salud de quien los consume.

Dichos procesamientos en cultivos requieren una investigacion continua con

el fin de garantizar la eficacia de estos al igual que su seguridad alimentaria.
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ANEXOS

Anexo 1. Cartel “Cambios durante el bioprocesamiento de garbanzo
pigmentado con selenito de sodio sobre el perfil de proteinas y el contenido

de proteina soluble y fendlicos totales”
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INTRODUCCION METODOLOGIA
*El bioproceso de germinacion en presencia de selenio (Se) es d - .“
una opcion para mejorar las propiedades nutracetticas del \ .

garbanzo [1-2].

*El garbanzo (Cicer arietinum L) es la segunda leguminosa con
mayor importancia a nivel mundial [3].

*Esta legumbre ha generado un gran interés debido a que es una
buena fuente de proteina (18-30%), calidad nutricional y
compuestos bioactivos [4].

*El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
germinacion vy selenizacion en garbanzo pigmentado (rojo y
negro) sobre el perfil de proteina y el contenido de proteina
soluble y compuestos fendlicos.

Negro ICC3761 Rojo ICCS383

Germinacién garbanzo con selenio
(24°C, 80% HR)
Cuantificacién de selenio

Contenido de fenélicos totales (CFT)

Proteina soluble

SDS-PAGE

RESULTADOS

Acumulacion de selenio

El contenido de selenio fue de 8.6 pg Se/g en garbanzo negro y 8.9 pg Se/g en garbanzo rojo a los 5 dias de germinacion. Los
granos de garbanzo desi rojo acumularon un 97.9 % de Se mientras que la variedad negra un 93.7% al dia 5 de germinacion.

Contenido de fendlicos totales (CFT) SDS-PAGE
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Figura 1. Contenido de Fendlicos totales en garbanzo desi germinado variedad roja 5383
(A)y negra 3761 (B) B)

Proteina soluble
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Tiempo de germinacién Dial DT‘LZ“PO d[:::a Dind: .Digs Figul“a 3. Perfil de protgl’.nas (SDS-PAGE) en garbanzo desi
germinado variedad roja 5383 (A) y negra 3761 (B).
Figura 2. Contenido de Proteina soluble en garbanzo desi germinado variedad roja 5383 1:Globulinas 11s; 2:Globulina 7s; 3:Albumina; 4:Glutelina;
(A)y negra 3761 (B). STD: Estandar de peso molecular de proteinas Dual color.
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Resumen

El proceso de germinacion en presencia de selenio (Se) es una opcion para
mejorar las propiedades saludables de legumbre como el garbanzo. El objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de la germinacién, selenizacion y
digestion gastrointestinal in vitro sobre el contenido de compuestos bioactivos
en garbanzo negro y rojo. La cuantificacion de selenio acumulado,
composicion de fenolicos totales, SDS-PAGE y proteina soluble fueron
evaluados en garbanzo tipo Desi germinados y remojados en 2 mg de selenito
de sodio (Na:SeOs) durante 5 dias a 24 + 1 C. SDS-PAGE mostro la
generacion de polipéptidos de bajo peso molecular durante los diversos dias
de germinacién. Se encontraros cambios en la composicion de fendlicos
totales y de igual manera con respecto a su estructura proteica en
comparaciéon con los brotes no tratados. En conclusion, se sugiere que esta
variedad de garbanzo enriquecida con Se podria ser una alternativa atractiva
la cual nos permita en un futuro crear ingredientes o alimentos funcionales
para uso comun.

Introduccién

En los ultimos afios ha aumentado el consumo de legumbres debido a su alto
contenido de proteina, calidad nutricional y fitoquimicos. El garbanzo (Cicer
arietinum L) es la segunda leguminosa con mayor importancia a nivel mundial
y figura importancia agronémica y econoémica [1]. En México la produccién de
garbanzo en el afio 2020 fue aproximadamente de 202,846 ton.[2],
posicionandose entre los primeros diez paises con mayor produccion. Esta
legumbre ha generado un gran interés dentro de la investigacion debido a que
es una buena fuente de proteina (18-30%), carbohidratos (50%), fibra dietaria,
vitaminas, minerales y diversos compuestos fendlicos. En particular el grano
tipo Desi ha manifestado tener una mejor calidad proteica y mayor contenido
de fitoquimicos en comparacioén con su otra variedad [3]. La germinacién es
un bioproceso econdmico que ha mostrado cambios en la digestibilidad y
propiedades biolégicas de las proteinas presentes en este grano [4]. El selenio
(Se) es un mineral esencial para el ser humano y su ingesta esta limitada por
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las cantidades que absorben los cultivos del suelo [5]. Se ha encontrado que
la adicién de selenito de sodio (Na2SeO3) durante este bioproceso tiene un
impacto favorable en compuestos bioactivos como flavonoides y su capacidad
antioxidante. En este trabajo se evalua el efecto de la germinacion vy
selenizacion sobre el contenido de compuestos bioactivos en garbanzo negro
y rojo.

Metodologia

Para la elaboracién de este estudio se utilizaron dos cultivos de garbanzo tipo
Desi (rojo ICC5383 y negro ICC 3761) los cuales fueron sembrados en el valle
de Culiacan en el campo experimental del Instituto Nacional de Ciencias
Forestales, Agricultura y Ganaderia (INIFAP), localizado en Culiacan, Sinaloa,
México. Fueron sujetos a diversas metodologias de analisis como:
propiedades fisicas del grano, proceso de germinacion con selenio,
cuantificacion de selenio acumulado, contenido de fendlicos totales (CFT),
SDS-PAGE vy proteina soluble.

Resultados

Los datos obtenidos en esta investigacidén muestran peculiaridad en diversos
comportamientos correspondientes a la variedad del grano. Las propiedades
fisicas variaron (peso del grano, didmetro y partes anatémicas) excepto en el
peso hectolitro; ademas la acumulacion de selenio se localizé en mayor
cantidad en la variedad ICC 3761, esto se relaciona al origen genético de la
variedad.

En tanto al contenido de fendlicos totales la variedad ICC5383 mostro tener
efecto los primeros 4 dias tanto en proceso de germinacion como adicion de
selenio. Sin embargo, en la variedad ICC3761 el efecto del selenio no mostro
diferencia, pero la germinacién si presento en los dias 3 y 4. SDS-PAGE
(Figura 1) muestra la hidrolisis enzimatica que acurre en las proteinas con
respecto a el aumento en dias de germinacion. Ademas, permite identificar la
generacion de polipéptidos de bajo peso molecular después de la germinacion
de este grano, hecho que pudiera ser explicado por la variabilidad intravarietal
en el tipo y actividad total de proteasas de la semilla de garbanzo.

En proteinas solubles si se encontré tener efecto con respecto al proceso de
germinacién y selenio, suceso el cual se puede relacionar a la protedlisis y
sintesis de proteinas que se llevan a cabo de manera natural en este
bioproceso mediante la activacion de mecanismos bioquimicos. Por otro lado,
en la variedad ICC5383 los valores encontrados presentan ser similares a los
ya repostados por otros autores, sin embargo, la variedad 3791 mostro valores
superiores lo cual se puede explicar debido a los latos valores de proteina
reportada en variedad negra.

Conclusiones

El proceso germinacion-selenizacion en garbanzo tipo Desi, mostro efecto en
respuesta a su contenido de compuestos bioactivos y produjo cambios en la
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bioaccesibilidad y perfil proteico del grano. Lo que hace ser una alternativa
atractiva para en un fututo generar ingredientes o alimentos funcionales para
uso comun.
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