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I. RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto de la germinacion-selenizacion, concentracion de
proteina y simulacion de digestion gastrointestinal (SDG) en harinas y concentrados proteicos
de garbanzo desi verde y negro sobre caracteristicas fisicoquimicas, tecnofuncionales, la
bioaccesibilidad y biodisponibilidad in vitro de compuestos antioxidantes y anti-inflamatorios.
El garbanzo se germind en industria durante 48h (24+2 °C/ 80%HR) con 0 y 50
mgNa>SeOs/L. Las proteinas se purificaron por precipitacion isoeléctrica. Después de la SDG
se obtuvieron digeridos solubles e insolubles. La biodisponibilidad in vitro y actividad
antioxidante (AAC) se determind en células Caco-2; y la actividad anti-inflamatoria (AAI) en
macréfagos RAW?264.7. Las harinas y concentrados proteicos tuvieron 22% y 88-97% de
proteina, respectivamente. El contenido de selenio se acumuld de 29-34% por el proceso de
germinacion-selenizacion y de 55-74% por la concentracion de proteina. La solubilidad fue
mayor en las harinas (20-26%) comparado con los concentrados proteicos (4.9-5.3%). La SDG
libero los bioactivos en garbanzo, con recuperacion de 564-944% en fendlicos-totales (CFT),
395-731% en proteina soluble (PS) y 156-672% en isoflavonas totales (IFT). El indice de
bioaccesibilidad en las harinas fue 55-67% (CFT), 47-59% (PS) y 98-99% (IFT), mientras que
en los concentrados fue de 47-49% (CFT), 34-46% (PS) y 9-19% (IFT). En la
biodisponibilidad in vitro, la permeabilidad de formononetina fue de 71-91% y de biocanina-A
de 69-93%, siendo menor en las muestras selenizadas. La AAC en digeridos absorbibles
(solubles) fue de 89-93% (harinas) y 85-93% (concentrados). Mientras AAI fue de 74-87% en
harinas y 69-76% en concentrados. La actividad remanente del digerido permeado fue de 62-
99% para AAC y 56-77% para AAI. EIl digerido no-absorbible (insolubles) presentd buena
AAC (88-98%) y AAI (86-89%). A pesar de que el efecto de la selenizacién no fue el
esperado, los resultados muestran el gran potencial nutracéutico de los ingredientes de

garbanzo desi procesado.

Palabras clave: Garbanzo, Selenio, Germinacion, Bioaccesibilidad, isoflavonas



ABSTRACT

The aim was to evaluate the effect of germination-selenization, protein concentration
and simulated gastrointestinal digestion (SGD) in flour and protein concentrates form
(green/black) desi chickpea on physicochemical, techno-functional, bioaccessibility and in
vitro bioavailability characteristics of antioxidant and anti-inflammatory compounds.
Chickpea was germinated in industry 48h (24+2 °C/ 80%RH) with 0 and 50 mgNa>SeOas/L.
Proteins were recovery by isoelectric precipitation. After SGD 2 digests (absorbable and non-
absorbable) were attained. The in vitro bioavailability and antioxidant activity (AAC) were
determinate in Caco-2 cells. While anti-inflammatory activity (AAIl) in RAW264.7
macrophages. Flours and protein concentrates had 22% and 88-97% of protein, respectively.
The germination-selenization caused the selenium accumulation of 29-34% and protein
concentration of 55-74%. Solubility was higher in flours (20-26%) than concentrates (4.9-
5.3%). SGD released chickpea bioactives with a recovery of 564-944% in phenolics (TPC),
395-731% in soluble protein (SP) y 156-672% in total isoflavones (TIF). The bioaccessibility
index in flours was 55-67% (TPC), 47-59% (SP) y 98-99% (TIF) and in concentrates was 47-
49% (TPC), 34-46% (SP) y 9-19% (TIF). In the in vitro bioavailability, formononetin
permeability was of 71-91% and biochanin-A of 69-93%, lowest values found in selenized
samples. AAC in absorbable digest (soluble) was 89-93% (flours) y 85-93% (concentrates).
While AAI was of 74-87% in flours y 69-76% in concentrates. The remanent activity of
permeable digest was of 62-99% (AAC) y 56-77% (AAI). The non-absorbable digest (non-
soluble) showed a good AAC (88-98%) y AAI (86-89%). Although the selenization effect was
not as expected, the results showed a terrific nutraceutical potential of the ingredients of
processed chickpea.

Keywords: Chickpea, Selenium, germination, bioaccessibility, isoflavones.



Il.  INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una legumbre consumida a nivel mundial, que
representa una buena fuente de proteina, asi como de grasa, fibra y otros carbohidratos (Grasso
y col., 2022). Mexico es el octavo productor mundial de garbanzos (Cicer arietinum L.)
(FAOSTAT, 2021), donde Sinaloa ocupa el primer lugar en todo el territorio nacional, con una
aportacion de 128,883.69 mil ton (SIAP, 2022). Por otra parte, existen dos tipos de granos de
garbanzo desi (nativo de la India) de testa gruesa y pigmentada (café, rojo, negro o verde) y
kabuli (Nativo del Mediterrdneo) de testa delgada y color blanco o crema (Chavan y col.,

1987; Jukanti y col., 2012).

Durante los altimos afios, diferentes cultivares de garbanzo desi pigmentado (negro,
café, verde y rojo) se han adaptado a las tierras agricolas mexicanas ubicadas en el noroeste
del pais. ElI garbanzo desi pigmentado, como otras semillas pigmentadas, tienen mayor
contenido de fitoquimicos (compuestos fendlicos, B-glucanos, almiddn resistente) con mayor
capacidad antioxidante (ORAC, ABTS, DPPH and FRAP) y calidad proteica comparado con
semillas no pigmentadas (Heiras-Palazuelos y col., 2013; Milan-Noris y col., 2019; Quintero-
Soto y col., 2018; Tiznado y col., 2013). Infortunadamente, el garbanzo pigmentado se utiliza
principalmente para la alimentacion de animales, debido a las dificultades de su procesamiento
como el alto contenido de fibra (Summo y col., 2019). Por otra parte, el procesamiento
(coccion, extrusion, germinacion) mejora el contenido de fitoquimicos en el garbanzo
pigmentado (Milan Noris, 2017; Tiznado y col., 2013) En particular el proceso de germinacion
mejora su calidad nutricional y nutracéutica (Pérez-Ramirez y col., 2023). Este proceso puede

incrementar 4 veces el contenido total de isoflavonas (Lee y col., 2007), también aumenta el
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contenido de fendlicos, proteina cruda, solubilidad de proteinas, actividad antioxidante (AOX)

y contenido GABA (Ferreira 'y col., 2019).

El selenio (Se) es un mineral esencial para la nutricion de humanos y animales
(Hossain y col., 2021; Prasad y col., 2022). Esta molécula actta como cofactor en las
selenoenzimas como glutation peroxidasa y tiorredoxina reductasa, y otras enzimas en el
organismo encargadas de reducir las especies reactivas de oxigeno y mantener el balance
redox (Zhang y col., 2020). Aunque consumir dosis supranutricionales (200 pg/dia) reduce el
riesgo de cancer (Kiremidjian-Schumacher y col., 2001), la cantidad diaria recomendada es de
40 a 70 pg/dia (Bjerklund y col., 2022). Con el fin de aumentar la ingesta diaria de selenio, se
ha estudiado el proceso de germinacién en hortalizas y leguminosas en presencia de selenio
(Guardado-Félix y col., 2017). Los niveles de selenio aumentan (115 veces) al germinar
garbanzos con 2 mg/100 g de selenio presente en comparacién con el control. Ademas de
incrementar su capacidad antioxidante y contenido de isoflavonas (Guardado-Félix y col.,
2017). Ademas, se ha observado que la suplementacién con brotes de garbanzo enriquecidos
con selenio posee propiedades quimiopreventivas al promover la apoptosis y al inhibir la
oxidacion lipidica a través de la accién de la glutation peroxidasa (Guardado-Félix y col.,
2019). Segun algunos estudios, el selenio se acumula en las proteinas del
garbanzo, principalmente en la fraccién de glutelina, en forma de selenio-metionina (Serrano-

Sandoval y col., 2019; Zhang y col., 2012).

El garbanzo se considera una buena fuente de proteina por su cantidad y
biodisponibilidad (Kaur y col., 2021), a pesar de ser deficiente en amino &cidos azufrados
(Raza y col., 2019). Las proteinas de garbanzo exhiben buenas propiedades funcionales

(Goertzen y col.,, 2021; Ramani y col., 2021). Estas propiedades estan fuertemente
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relacionadas con el perfil proteinico (composicion de aminoécidos y estructura). También el
procesamiento del garbanzo y el método de extraccion de proteina juegan un papel importante
en estos pardmetros (Grasso y col., 2022). Dependiendo de las propiedades funcionales de los
aislados proteicos se pueden hacer recomendaciones para el potencial uso de estos en el
desarrollo de alimentos funcionales (Grasso y col., 2022). Se ha reportado que la germinacion
en combinacién con la concentracion de proteina mejora muchos parametros tecnofuncionales
para ampliar el uso de estos ingredientes (Ghavidel y col., 2006, 2007; Grasso y col., 2022).
Esto ultimo, aunado a que la biofortificacion con selenio durante la germinaciéon podria
aumentar su potencial antioxidante, por lo que los concentrados/aislados de garbanzo desi
germinado-selenizado resultan un interesante ingrediente funcional para su caracterizacion.
Por lo anteriormente descrito, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
germinacién-selenizacion, concentracién de proteina y simulacion de digestion gastrointestinal
en harinas y concentrados proteicos de garbanzo desi verde y negro sobre caracteristicas
fisicoquimicas, tecnofuncionales y la bioaccesibilidad y biodisponibilidad in vitro de

compuestos antioxidantes y anti-inflamatorios.
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I1l.  REVISION LITERARIA
A GARBANZO

1. Generalidades

La familia Fabaceae cuenta con aproximadamente 18, 000 especies y 643 géneros. El
garbanzo se encuentra dentro de la familia Fabaceae, género Cicer del cual sélo la especie
Cicer arietinum L presenta importancia agronémica y econémica (Kaur y col., 2021). El
“International Crops Research Institute for the Semi Arid Tropic” (ICRISAT) inform6 en 2023
la recoleccién de 20,993 lineas de germoplasma de los cuales han logrado caracterizar 20,764
accesiones de garbanzos en Patancheru, India, siendo este pais el principal contribuyente a

este banco.

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la tercera leguminosa en importancia sobre la base
de produccién mundial de grano, después del frijol y chicharo. Ademas, es considerada como
una leguminosa importante en paises en desarrollo, ya que estos paises contribuyen con mas
del 90% de la produccion mundial de garbanzo (11,910,000 millones de ton). La India
contribuye el 75% de la produccion mundial. Otros importantes paises productores a nivel
mundial de esta leguminosa son Australia (876 mil ton), Etiopia (478 mil ton) Turquia (475

mil ton) y México (171 mil ton) (FAOSTAT, 2021).

En México, el grano de garbanzo se siembra principalmente en los estados de Sinaloa,
Michoacéan, Sonora y Guanajuato. Su produccién promedio en los Gltimos 10 afios fue de
194,804 mil ton (SIAP, 2022). La variedad de garbanzos desi se cultivan en la seccion centro-
oeste del pais, mientras que las variedades kabuli se cultivan mediante riego en el noroeste
seco (Knights y col., 2016). A nivel nacional, Sinaloa es el lider en la produccion de garbanzo,

tanto en su produccion como en su calidad. Sinaloa aporta el 69% de la produccion de
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garbanzo blanco para exportacion de la zona noroeste de México, con un promedio de 128,884

mil ton y una productividad media estatal de 1.65 ton/ha (SIAP, 2022).

Los granos de garbanzo difieren entre si en color, tamafio y grosor de la testa. De
acuerdo con el cultivo, su forma puede ser redonda, semiredonda, arrugada, semiarrugada y
exalbuminosa (Salunkhe y col., 1989). Hay dos tipos de garbanzo: Kabuli (originario de la
region del Mediterraneo y el Medio Oriente) de testa delgada y color blanco o crema Desi
(originario de la India) que tienen testa gruesa y pigmentada (marrén, amarillo, naranja, negro
o verde) (Jukanti y col., 2012; Salunkhe y col., 1989). El "pico” del garbanzo que se extiende
por encima del embrién siempre estd presente en la semilla a pesar de sus diferentes

apariencias (Knights y col., 2016).

Las semillas kabuli (100-750 mg de peso) suelen ser mas grandes que las semillas Desi
(80-350 mg de peso) (Knights y col., 2016). La testa y los cotiledones son las dos partes
principales del grano; la testa constituye el 3-16.4% peso del grano seco, mientras que los
cotiledones constituyen el 82.9-84%. El grano tiene una capa externa que contiene las

estructuras hilio, micropilo y rafe (Knights y col., 2016).

2. Composicién nutricional

Los garbanzos son una excelente fuente nutricional, con un contenido de carbohidratos
que representa el 60-65%, principalmente en forma de almidon. La proteina (21-23%),
proporciona un equilibrio adecuado de aminoacidos, aunque carece de Met y Cys. La
biodisponibilidad y digestibilidad de la proteina de garbanzo oscilan entre el 48-89%. En
cuanto a los lipidos, presentes en cantidades de 4-10%, se componen principalmente de acidos

insaturados como linoleico y oleico. Ademas, los garbanzos contienen vitaminas del complejo
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B y diversos micronutrientes como Fe, Zn, Ca, Mg, K, Cu y P (Judrez-Chairez y col., 2020;

Kaur y col., 2021; Knights y col., 2016; Oomah y col., 2011; Rachwa-Rosiak y col., 2015).

a. Proteinas y calidad nutricional

El contenido de proteina en garbanzo crudo entero (base seca) varia de 12.4% a 30.6%.
Las fracciones de proteinas de reserva mas importantes son las globulinas, las cuales
representan aproximadamente un 56.6% de la proteina total. Las glutelinas se encuentran con
18.1%, las albuminas 12% y las prolaminas solamente un 2.8% (Chang y col., 2012; Singh y
col., 1981). La calidad de una proteina se estima comparando su composicion de aminoacidos
con una proteina estandar de referencia (FAO, 1991). El perfil de aminoacidos esenciales y el
valor quimico de las proteinas de garbanzo; donde los aminoacidos azufrados (metionina y
cisteina) son el aminoéacido limitante. Para el garbanzo los siguientes valores han sido
reportados de valor bioldgico, BV (52.0-85.0), relacion de eficiencia proteica, PER (1.2-2.64),
digestibilidad verdadera, TPD (76.0-92.8) y utilizacion neta de proteina, NPU (87.0-92.0)
(Salunkhe y Kadam, 1989). Las puntuaciones de aminoacidos corregidas por digestibilidad de
proteinas (PDCAAS) para la variedad de garbanzo desi oscilan entre 0.61 a 0.82 (Milan-Noris

y col., 2019).

b. Carbohidratos
En el garbanzo mas del 50% de su peso corresponde a los carbohidratos; este contiene
monosacaridos (ribosa, glucosa, galactosa and fructosa), disacaridos (sacarosa y maltosa) y
oligosacaridos (estaquiosa, ciceritol, rafinosa y verbascosa). La cantidad de estas fracciones
varia entre los genotipos Desi y Kabuli. Los genotipos Kabuli suelen tener méas azucares
solubles comparado con el tipo Desi (Jukanti y col.,, 2012). Las leguminosas contienen

cantidades altas de oligosacaridos, al compararse con otros granos. Los oligosacaridos no son
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adsorbidos o hidrolizados por el tracto digestivo, pero son fermentados por las bacterias del
colon generando gases o flatulencias. Los o-galactosidos son los mé&s abundantes
carbohidratos después de la sacarosa, y en garbanzo corresponden a mas de un 62% del
contenido de azucar total (mono, di y oligosacéridos). Los dos grupos presentes en el garbanzo
son: a) la familia de la rafinosa, como rafinosa (trisacrido), estaquiosa (tetrasacarido) y
verbascosa (pentasacarido); y b) ciclitol galoctosilo, incluye al ciceritol. EI garbanzo contiene

1.56 g/100g de a-galactosidos (Jukanti y col., 2012).

El almidon 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 o (1-6). Las cadenas laterales de
amilopectina estdn 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 y col., 2012; Sun y col., 2015). El contenido de
almidoén en garbanzo varia de 41 a 50% (Jukanti y col., 2012), en garbanzo desi contiene de 35
a 46 g/100g b.s. (Milan-Noris y col., 2019). El almidén es considerado como completamente
digerible; pero puede contener cantidades considerables de almiddon resistente (AR)
dependiendo de la naturaleza del almidén y del procesamiento del grano. La digestibilidad del
almidon y AR es influenciada por varios factores como la accesibilidad de las enzimas, la
estructura de los granulos de almiddn, entre otras (Rebello y col., 2014). Dentro del almidén
total contenido en el garbanzo, 35% es considerado AR y el resto almidon digerible (Jukanti y
col., 2012). La digestibilidad del almidon en leguminosas es mas baja que el del almidén de

cereales. La velocidad a la cual el almidén de leguminosas es digerido es 45% mas lento que
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en cereales (Jukanti y col., 2012; Rebello y col., 2014). El garbanzo desi cocido contiene de 25

a 37% (del total de almidon) de AR (Milan-Noris y col., 2019).

c. Lipidos
El contenido de lipidos totales en garbanzo varia de 2.7 a 6.48% (bs). El garbanzo esta
compuesto de cerca de 66% acidos grasos polinsaturados, 19% &cidos grasos monoinsaturados
y 15% acidos grasos saturados (Jukanti y col., 2012). Los principales son el oleico (33%) y
linoléico (49%). Dentro de los acidos grasos saturados el mas importante es el palmitico el

cual representa 10% de los lipidos totales (Ryan y col., 2007).

d. Vitaminasy minerales
El garbanzo es una buena fuente de &cido folico y tocoferoles. También contiene
cantidades modestas de riboflavina, acido pantoténico y piridoxina. Ademas, 100 gramos de
garbanzo contienen 5 mg de hierro, 4.1 mg de zinc, 138 mg de magnesio y 160 mg de calcio.

También, se ha reportado el contenido de 8.2 ug/100 g de selenio (Jukanti y col., 2012).

e. Factores anti nutricionales

Las leguminosas presentan una serie de compuestos que influyen negativamente en su
valor nutritivo, y que se conocen como factores anti nutricionales (Jukanti y col., 2012).
Algunos de estos componentes indeseables son inhibidores enzimaticos, acido fitico,
oligosacaridos, lectinas, saponinas y taninos. Los factores anti nutricionales pueden inhibir la
actividad enzimatica de tripsina y quimotripsina, formar complejos con los iones de los
minerales, dar sabor astringente o amargo, o producir gases indeseables durante fermentacion
en el colon (Muzquiz y col., 2012). Recientemente algunos de estos compuestos también se le

atribuyen efectos benéficos a la salud, de acuerdo con su naturaleza pueden actuar como
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prebidticos, hipocolesterolemiantes, antitromboticos, anticancerigenicos, antioxidantes,

hipoglucemiantes, y diuréticos (Elizalde y col., 2009; Rochfort y col., 2007).

Algunos de los factores antinutricionales son inactivados o destruidos durante procesos
cotidianos en la preparacion de alimentos y/o la combinacion de otros métodos sencillos como
la coccion, el escaldado, el tostado, la extrusion, la germinacion, el remojo y la fermentacion;
produciendo adicionalmente un aumento en la digestibilidad y mejoramiento de las
propiedades organolépticas de las semillas tratadas (Elizalde y col., 2009; Mathew y col.,

2022; Muzquiz y col., 2012; Rochfort y col., 2007).

f. Nutraceuticos

El garbanzo se utiliza por su potencial como nutracéutico y prebidtico ademas de sus
ventajas nutricionales (Mathew y col., 2022). Los nutracéuticos son compuestos o ingredientes
alimentarios que tienen efectos fisioldgicos especificos. El concepto nutracéutico se definid
originalmente como "un alimento o partes de un alimento que proporcionan beneficios
médicos o de salud, incluida la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades" (Flores-Silva 'y
col., 2015). El garbanzo es una fuente rica de algunos compuestos nutracéuticos que ayudan a
reducir el riesgo de enfermedades cronico-degenerativas (hipertension, diabetes, cancer,
obesidad) (Mathew y col., 2022). Entre los cuales se encuentran fitoesteroles, compuestos

fendlicos, saponinas, péptidos bioactivos, entre otros (Rachwa-Rosiak y col., 2015).

3. Efecto de procesamiento sobre calidad nutricional y nutracéutica

El procesamiento generalmente mejora el perfil nutricional de las leguminosas
incrementando la digestibilidad in vitro de proteinas y carbohidratos cerca de un 40% y 98%.
Ademaés de reducir el contenido de factores anti nutricionales (Muzquiz y col., 2012). Entre las

principales formas de procesamiento del garbanzo se encuentran: descascarillado (Valdez-
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Gonzélez y col., 2018), remojo (Alsalman y col., 2020), tostado (Dida Bulbula y col., 2018;
Mesfin y col., 2021), cocimiento (Shi y col., 2018), extrusién (Yadav y col., 2019),
germinacién (Dida Bulbula y col., 2018; Mesfin y col., 2021) y fermentacién (Dida Bulbula y
col., 2018). Durante el remojo y la germinacion de semillas se conduce a la difusién de los anti
nutrientes solubles en agua y la hidrolisis de los anti nutrientes debido a la activacion o

sintesis de novo de enzimas (Haileslassie y col., 2016).

La mayoria de los factores anti nutricionales, como inhibidores de proteasas y lectinas,
son termoldbiles, por lo que el cocimiento puede llegar a eliminarlos (Rochfort y col., 2007).
Por otra parte, los taninos, saponinas y acido fitico son estables al tratamiento térmico, pero
pueden ser reducidas por descascarillado, remojo, germinacion y fermentacion (Muzquiz y

col., 2012).

4. Germinacion-selenizacion
a. Germinacion
La germinacion es la causa de muchos cambios bioquimicos en las semillas de
leguminosas. Mejora su calidad nutricional al aumentar el contenido de vitaminas (&cido
ascorbico, riboflavina, niacina, tocoferoles, tiamina y acido pantoténico), y al reducir el
contenido de anti nutrientes (taninos, acido fitico y a-galactésidos). Este proceso también
mejora la digestibilidad de proteinas y almidon (Ferreira y col., 2020; Ohanenye y col., 2020;

Razay col., 2019).

Durante el proceso de germinacion, el contenido de proteina en garbanzos aumenta de
un 11-16% comparado con garbanzo sin germinar. Del mismo modo, los garbanzos durante la
germinacion aumentan (13-17%) su contenido en fibra dietaria. ElI garbanzo incrementa su

contenido de humedad 6-8% debido al tiempo de germinacion. En cambio, los carbohidratos
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del garbanzo se reducen (2-6%) durante la germinacién. El contenido de carbohidratos en el
garbanzo germinado oscila entre 38-63%. El contenido de lipidos en los garbanzos se reduce
(16-24%) y su contenido en los garbanzos germinados oscila entre 3-6%. Incluso, las cenizas
de los garbanzos se reducen (6-8%) durante la germinacion, constituyendo el 2-4% del peso
seco del grano. Cabe destacar que la composicion proximal de la harina de garbanzo varia con
respecto al tiempo de germinacion (Desalegn, 2015; Dominguez-Arispuro y col., 2018;
Ferreira y col., 2019; Ghavidel y col., 2007; Kumar y col., 2020b; Kumaraguru y col., 2011,

Ouazib y col., 2015; Sofi y col., 2020; Uppal y col., 2012)

Una investigacion realizada por Xu y col. (2019a) reportan que la germinacion mejora
la capacidad de adsorcion de agua de las harinas de garbanzo. Ademas, varias investigaciones
consideran a las harinas de garbanzo germinados una buena opcién para la formulacion de
alimentos funcionales, debido a que son ricas en compuestos antioxidantes, proteinas y fibra
dietética (Dominguez-Arispuro y col., 2018; El-Adawy, 2002; Ferreira y col., 2019; Wu y col.,

2012; Xu 'y col., 2018; Yegrem, 2021).

b. Germinacién biofortificado con Se

La germinacion en presencia de selenio (Se) es una alternativa para incrementar las
propiedades saludables de las semillas (Serrano-Sandoval y col., 2019). El selenio (Se) es un
mineral esencial para los humanos y su ingesta esta limitada por las cantidades que los
cultivos absorben del suelo. Los cereales y legumbres cultivados en suelos pobres en Se son la
causa mas comun de su deficiencia en algunas partes del mundo (Lazo-Vélez y col., 2015). El
déficit de consumo de selenio (menor de 15-30 pg/dia) es un factor etiologico potencial en
algunas enfermedades cardiovasculares, cancerosas, artriticas y neurodegenerativas que ponen

en peligro la salud (Sobolev y col., 2020). Existen formas organicas (selenito, selenato,
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seleniuro o elemental) e inorganicas de selenio en la naturaleza (selenometionina y
selenocisteina) (Kieliszek, 2019). Se ha encontrado que el selenito de sodio (Na 2 SeOz)
agregado durante la germinacion de semillas de garbanzo (hasta 2 mg/100 g de semillas)
induce el estrés quimico, el cual aumenta los isoflavonoides y la actividad antioxidante en los
brotes y mejora las actividades de glutation peroxidasa (GPx) y tiorredoxina reductasa (TrxR)
(Guardado-Félix y col., 2017). GPx ejerce efectos quimiopreventivos porque reduce la
concentracion de hidroperdxido de lipidos y restringe la oxidacién de lipidos en las células
como un mecanismo de privacion de energia (Guardado-Félix y col., 2019). La proteccion
oxidativa del selenio ha sido ampliamente estudiada desde el punto de vista funcional de los
alimentos (Fang y col., 2017b; Lazo-Vélez y col., 2016; Rzymski y col., 2016). Guardado-
Félix y col. (2020) reportaron que la suplementacion de garbanzo germinado con selenio
resulté en una mejor calidad de proteina, mayor contenido de lisina y capacidad antioxidante
que la harina de trigo. Otros autores han reportado sobre la biofortificacion con Se durante la
germinacién en soja (Huang y col., 2022a; Huang y col., 2022c), frijol (Cheng y col., 2023),
trigo (Rocha y col., 2022), arroz (Duefias y col., 2021) y maiz (Gastelum-Hernandez y col.,

2023).

Uno de los requisitos clave de la nutricion, es suministrar al cuerpo selenio en
cantidades Optimas. En varios paises se han desarrollado estandares de ingesta de selenio para
adultos, que oscilan entre 55 y 120 pg/dia (Sobolev y col., 2020). Se han observado efectos
toxicos del selenio a dosis superiores a 400 pg/dia estableciendo un rango estrecho entre los

efectos toxicos y saludables de este elemento (Kipp y col., 2015; Reis y col., 2017).
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5. Efecto a la salud

El consumo de garbanzo ha sido asociado con algunos beneficios a la salud que pueden
reducir el riesgo de enfermedades cronico-degenerativas (Cuadro 1). Estos efectos se han
relacionado por la presencia de fibra soluble, isoflavonas, fitoesteroles y saponinas,
considerando al garbanzo como potencial alimento funcional (Jukanti y col., 2012; Kumari,
2023). El consumo del garbanzo se le atribuye la disminucion de factores de riesgo de
enfermedades crénico- degenerativas, como diabetes (Aisa y col., 2019; Klongklaew y col.,
2022; Li y col., 2021), sindrome metabdlico (Aisa y col., 2019; Li y col., 2021), cancer
(Bochenek y col., 2019; Cid-Gallegos y col., 2023; Milan-Noris y col., 2023; Sanchez-Chino y
col., 2019), inflamacion (Juarez-Chairez y col., 2022; Milan-Noris y col., 2018) y obesidad

(Radlowski y col., 2022).

6. Alimentos producidos con garbanzo

El garbanzo se consume principalmente como semilla, su preparacién esta determinada
por factores étnicos y regionales (lbrikci y col., 2003; Jukanti y col., 2012). Los garbanzos se
pueden partir por la mitad y luego secar para formar chana-dal, que es una forma comdn de
garbanzos secos que se utiliza en las cocinas del sur de Asia. En la india, la molienda de
garbanzo se lleva a cabo con el fin de obtener una harina para preparar diferentes refrigerios
(Rasool y col., 2015). Por otra parte, la harina de garbanzo puede mejorar el valor nutricional
y digestibilidad de las proteinas mediante la fermentacion de los productos a base de
garbanzos como los productos de panaderia (Di Biase y col., 2019; Gobbetti y col., 2020). La
harina de garbanzo se puede extruir para hacer pastas, bocadillos inflados (Real y col., 2019) y

bebidas (Danilo y col., 2019; Rochin-Medina y col., 2015).
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Cuadro 1. Efectos beneéficos de los nutracedticos en el garbanzo.

Nutracéuticos
relacionados

Detalles/ Efectos principales

Hipoglucemiantes

Isoflavonas

Péptidos

Cancer

Isoflavonas

Péptidos

Antioxidante

Péptidos

Péptidos

Inflamacion
Péptidos

Isoflavonas

Péptidos

In vitro, células HepG2 resistentes a la insulina (IR)/ Sintesis de compuestos de
isoflavonas de aislado de garbanzo, indican efecto hipoglucemiante (Wei y
col., 2017).

In vitro, células IR-HepG2/ Péptido hipoglucemiante de garbanzo CBP-75-3
mejord la absorcion de glucosa (Chen y col., 2023a).

In vivo, ratones BALB-c/ Ratones tratados con alcalasa de hidrolizados de
albumina de garbanzo (100mg/ml) exhibieron actividades hipoglucemiantes
(Navarro-Leyva y col., 2023).

In vitro, lineas de cancer de mama (SKBr3 y MCF-7) / Brotes de garbanzo
mostraron inhibicién en la proliferacion celular mediante mecanismo
apoptotico dependiente de mitocondrias (Cheny col., 2015).

In vivo, hidrolizados de proteina de garbanzo en ratones macho ICR con cancer
de colon inducido por azoximetano, alimentados con una dieta normocalérica e
hipercaldrica/ NUmero similar de criptas aberrantes comparado con ratones sin
cancer (Sanchez-Chino y col., 2019).

In vitro, Células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231/ ICs de
hidrolizado de alcalasa de 0.60 mg/ml y 0.63 mg/ml, respectivamente. El
hidrolizado de proteina de garbanzo con alcalasa produjo péptidos bioactivos
gue inhibieron la actividad de ACE-I. (Guptay col., 2019).

In vitro, CAA en Caco-2 / Las fracciones de proteinas mostraron antioxidantes
por diferentes modos de accién, como la donacion de electrones y la captacion
de radicales similares al peroxilo (Torres-Fuentes y col., 2015).

In vitro, DPPH, ABTS, poder reductor, y otros / Los péptidos de garbanzo a
diferentes concentraciones mostraron cierta capacidad antioxidante y actividad
reductora (Xue y col., 2015).

In vivo, linea celular TPH-1/ Hidrolizado de proteinas de garbanzo restablecié
la actividad de SOD intracelular y eliminé el estrés de ROS e impidié la
alimentacion del inflamasoma NF-xkB y NLRP3 (Rodriguez-Martin y col.,
2022).

In vitro, inhibicion de produccién de 6xido nitrico por macréfagos murinos
RAW 264.7/ concentrados de proteina de garbanzo germinado desi (ICso =
97.31 £ 19.13 pg/mL) y kabuli (ICso = 90.70 + 20.21 pg/mL)(Milan-Noris y
col., 2018).

In vivo, ratones KM macho alimentados con una dieta alta en grasas/
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Biocanina A
Microbiota
(prebiotico)
Fibra

Oligosacaridos

Diabetes

Isoflavonas

Péptidos

Obesidad
Péptidos

Sindrome
metabdlico

Saponinas

Péptidos

Disminucién de expresion hepéatica 1,6 veces en la expresion de ARNm en
comparacion con el grupo control del TNF-a (Xue y col., 2018).

In vivo, 50 ratas macho Sprague Dawley/ Las ratas que ingirieron fibra
dietética de garbanzo beneficiaron su ecosistema bacteriano intestinal con el
aumento de Bacteroides y Lactobacillus (Han y col., 2021).

In vivo, 50 ratones machos ICR / Bifidobacterium y Lactobacillus aumentaron
significativamente después del tratamiento de a-galactooligosacéaridos de
garbanzos (Dai y col., 2017).

In vitro, la fermentacién de ciceritol del garbanzo, promueve el crecimiento del
grupo Lactobacillus-Enterococcus y Bifidobacterium spp., y detiene el
crecimiento de Bacteroides-Prevotella, Eubacterium-Clostridium y C.
histolyticum (Zhang y col., 2017).

In vivo, ratas con T2DM/ Activacion de via de polioles y regulaciéon de PARP
sobreproduce NADH, causando desequilibrio redox NAD*/ NADH; mejorando
con flavonoides del garbanzo (Fu y col., 2022).

In vitro, hidrolizado de proteina de garbanzo germinado inhibe la produccion
de DPP-1V en Caco-2 (Chandrasekaran y col., 2023).

In vivo, ratones macho C57BL/6 con dieta rica en grasas/ ratones con dieta de
hidrolizados de proteina de garbanzo obtuvieron menos peso corporal,
reduccién de proteinas inflamatorias en plasma, regulacion de genes de
insulina y metabolismo de lipidos y sefializacién de adipocinas (Radlowski y
col., 2022).

In vitro, inhibicién enzimatica /El garbanzo mostro efecto inhibidor sobre la a-
amilasa, la a-glucosidasa y la lipasa (Ercan y col., 2016).

In vivo, hidrolizado de proteina de garbanzo, reduce el colesterol en ratas
inhibiendo enzimas que promueven la sintesis de colesterol intracelular y
aumentan excrecion de colesterol en heces (Real y col., 2019).
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Ademas de estas aplicaciones, la harina de garbanzo se puede usar para producir
aislados de proteinas, que han ganado un interés creciente debido a sus propiedades

emulsionantes, saborizantes y estructurantes (Ladjal-Ettoumi y col., 2016),

Ademas de estas aplicaciones, la harina de garbanzo se puede usar para producir
aislados de proteinas, que han ganado un interés creciente debido a sus propiedades
emulsionantes, saborizantes y estructurantes (Ladjal-Ettoumi y col., 2016), se han propuesto
con éxito para formulaciones innovadoras (Ma y col., 2016) y productos sin gluten (Alu’datt y
col., 2017). Existe un excelente potencial para desarrollar productos probiéticos como el queso
Cotija (Josefina y col., 2003) y yogurt complementado con harina de garbanzo

(Aguilar-Raymundo y col., 2019; Morales de Le6n y col., 2000)

Los garbanzos cocidos, como los que estan enlatados, se pueden triturar y mezclar con
otros ingredientes para hacer hummus en su version salada o dulce. EI hummus es un alimento

popular que puede formar parte de una dieta equilibrada debido a su composicion nutricional.

Los garbanzos enlatados también se pueden tostar para hacer diferentes snacks (Real y
col., 2019). Aunque los garbanzos cocidos no se fermentan comunmente, el miso a base de
garbanzo esta disponible comercialmente. En los ultimos afios, el agua a menudo desechada
gue se encuentra en los garbanzos enlatados, denominada aquafaba, ha ganado popularidad
como emulsionante a base de plantas en emulsiones como la mayonesa porque se puede usar

en productos alimenticios veganos (Real y col., 2019).

En Asia y Africa, el garbanzo se usa en guisos, sopas y ensaladas y se consumen
hervidos, saladas, asadas y fermentadas (Rasool y col., 2015), dentro de la cocina hindu el
garbanzo se utiliza para la elaboracion de bufiuelos fritos y panqueques. En Italia para elaborar

panisa y faina.
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En Francia utilizan esta legumbre para la elaboracién de socca (Lépez, 2016). En
Mexico, el garbanzo se consume en fresco, fritos con chile como aperitivo o secados al sol.
Para alimentos tradicionales se utiliza en sopas, cremas, harina para la preparacion de atole y
mondongo (Aguilar-Raymundo y col., 2013). Estas diferentes formas de consumo brindan a

los consumidores una valiosa nutricién y beneficios a la salud.

B. AISLADOS Y CONCENTRADOS PROTEICOS
Segun el contenido de proteina resultante de extraccion, se clasifica como aislado

(>90%) o concentrado (>70% y <90%) (Sachdev y col., 2021).

Los aislados de proteina son la forma mas pura de proteina comercial, puesto que
contienen el 90% o mas de este nutriente. Se obtiene eliminando polisacéridos, grasas, fibras y
otros componentes que pueden enriquecer la proteina deseada de la fuente. (Grasso y col.,
2022; Vioque y col., 2001). Aungue los concentrados de proteinas tienen mejores propiedades
quimicas que las harinas de grano entero, todavia contienen una cantidad considerable de otros
compuestos indeseables (fibra, azlcares reductores, fendlicos, lipidos y glucosinolatos) en el

producto final (Cornelio, 2020; Vioque y col., 2001).

El perfil, la calidad y la funcionalidad de las proteinas variaran segin el método de
purificacion (Ismail y col., 2020). La precipitacion isoeléctrica es el proceso mas comun, para
ingredientes comerciales de proteinas (Ismail y col., 2020; Peydayesh y col., 2022) debido a la
complejidad y el costo de otras técnicas de purificacion como la filtracion por membrana y la

extraccion de sal (Grasso y col., 2022; Ismail y col., 2020).

Elegir un método de extraccion de proteinas adecuada es fundamental (Onder y col.,
2022) debido a que esto afecta la composicion, propiedades nutricionales y funcionales del

producto final (Mesfin y col., 2021; Onder y col., 2022). Las propiedades de solubilidad,
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retencion de agua y aceite, emulsionantes, espumantes y gelificantes se encuentran entre las
caracteristicas mas importantes en las aplicaciones alimentarias (Grasso y col., 2022). La
solubilidad de la proteina es la caracteristica funcional més crucial en un ingrediente
alimentario, dado que su nivel de solubilidad ejerce un significativo efecto en propiedades
como la capacidad de formar espuma, emulsionar y gelificar (Mohan y col., 2020).
Aislados/concentrados con més 80% de proteina (bs), obtenidos a partir de harinas de
garbanzo, exhiben una amplia variedad de propiedades funcionales; esto sugiere que tienen un
uso potencial para la formulacion diversos productos y sistemas alimentarios (Goertzen y col.,
2021). Ramani y col. (2021) reportaron que los aislados de proteinas exhibieron propiedades

funcionales superiores en comparacion con la harina.

1. Usosy aplicaciones

La mayoria de las aplicaciones tienen lugar en alimentos tradicionales que ya tienen
establecidos una serie de parametros de utilizacion y calidad. Para tener éxito en estos
productos, los aislados deben mantener esta calidad. Esto quiere decir igual o similar color,
sabor, aroma, textura y composicion quimica y nutricional. Estos requerimientos, exigidos por

el consumidor, determinan el grado de sustitucion proteica (Vioque y col., 2001).

Los aislados de proteinas comunes utilizados en los sistemas alimentarios son de soja,
lacteos y trigo, pero, debido a las preferencias y restricciones dietéticas (p. ej., vegetarianismo
y alergias alimentarias), también se estan investigando otras fuentes de proteinas, como las
legumbres. Al preparar aislados de proteinas, se pueden preservar las propiedades
nutricionales y evitar los efectos negativos de los factores anti nutricionales (Mohan y col.,

2020).
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Los concentrados y aislados de plantas son ampliamente utilizados en productos
alimenticios para mejorar la calidad nutricional de los productos, debido a sus propiedades
orgénicas, sus beneficios, la reduccion de alergias y la creacion de nuevos productos como
ingredientes funcionales junto con una creciente demanda de "alimentos de origen vegetal".
El uso de los aislados se ha utilizado comercialmente en formulas infantiles, suplementos
proteicos, carnes magras y bebidas nutritivas para adultos (Vioque y col., 2001; Wong y col.,

2004).

En 2022, los alimentos y las bebidas dominan el mercado de proteinas de origen
vegetal en términos de valor y volumen. Las industrias de sustitutos de lacteos y de carne
tuvieron una participacion de volumen combinada del 31%. Actualmente, alrededor de 79
millones de personas son veganas. Sin embargo, se espera que segmento de cuidado personal y
cosmeéticos supere el segmento de alimentos y bebidas debido a que ha tenido un gran auge y

demanda en los ultimos afios (Intelligence, 2023).

C. SELENIO

1. Generalidades

En 1817, en la ciudad sueca de Gripsholm, el quimico Jacob Berzelius descubrio el
selenio (Se) (Kieliszek, 2019). EI nombre de esta sustancia deriva de la palabra griega
“selene”, que significa “luna” (Zhang, 2019). Es un semimetal que se encuentra en el grupo 16
(Ilamado oxoacidos) de la tabla periddica. (Adewale y col., 2022; Kieliszek, 2019). El selenio
elemental (Seo) se encuentra de manera inorganica como seleniuros (Se?), selenatos (Se04>) y
selenitos (Se0s*) (Imran y col., 2023; Yang y col., 2022) y de forma organica como
selenocisteina, selenometionina, metilselenocisteina y y-glutamil metilselenocisteina (Yang y

col., 2022). El selenio es un elemento esencial para la actividad de numerosas enzimas
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(Hariharan y col., 2020). El papel méas conocido del selenio se atribuye a su presencia en las
glutation-peroxidasas (GPx) y la tiorredoxina reductasa (TrxR) (Guardado-Félix y col., 2017;

Liy col., 2014).

2. Importancia en nutricion humana

Por su importancia, alta relevancia médica y bioquimica distintiva, el selenio es un
micronutriente que destaca (Schomburg, 2021). Con la ayuda de selenoproteinas y
selenoenzimas, de vital importancia bioldgica para la salud, este nutriente lleva a cabo su
funcién fisiologica (Akahoshi y col., 2019; Brigelius-Flohé y col., 2017; Hariharan y col.,
2020). El selenio de la dieta, ya sea de origen organico o inorganico, se absorbe en el tracto
gastrointestinal y luego se transporta al higado, donde se metaboliza y se utiliza para producir
selenoproteinas, antes de distribuirse a otros tejidos del cuerpo (Ferreira y col., 2021). El
consumo de este nutriente beneficia la salud cardiovascular, mental, digestiva, respiratoria,
tiroidea, inmunoldgica y sanguinea, por sus propiedades antiinflamatorias, neuroldgicas,
inmunomoduladoras, antihipertensivas y antioxidantes (Brigelius-Flohé y col., 2017; Hossain

y col., 2021; Kieliszek, 2019; Razaghi y col., 2021; Zhang y col., 2020).

El contenido de selenio en el cuerpo humano oscila entre 3 a6 mg y 13 a 20 mg, segln
la ubicacion geogréfica (Adewale y col., 2022; KurSvietiené y col., 2020). Dependiendo de su
sexo y condicion corporal (peso, embarazo, etc), la OMS aconseja que los adultos consuman
entre 40 y 70 pg/dia de Se (Bjerklund y col., 2022). Por encima de 800 pg/dia se considera

toxico; 400 pg/dia es el limite superior seguro (Steinbrenner y col., 2022; Téth y col., 2018).

Los efectos del Se sobre la salud dependen de la dosis, con un rango estrecho entre los

niveles requeridos, dptimos y toxicos (Bjagrklund y col., 2022; Kieliszek, 2019).
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3. Deficienciay toxicidad

El selenio es importante para la salud humana, pero aun no se comprenden bien sus
principales efectos sobre el suministro, la especiacion y la absorcion (Kazi Tani y col., 2020).
La cantidad de Se presente estd determinada por la concentracién del suero sanguineo
(Hossain y col., 2021). Los niveles de Se en plasma deben estar entre 120 y 60 ng/ml
(Bjerklund y col., 2022). Se desconoce la cantidad de selenio necesaria para una salud humana
Optima. Las recomendaciones de ingesta diaria de Se actuales se basan en niveles que

maximizan la actividad de GPx en plasma (Oropeza-Moe y col., 2015).

Actualmente la deficiencia de Se es un problema a nivel mundial (Imran y col., 2023).
Niveles bajos de Se en el cuerpo aumentan el riesgo de estrés oxidativo (Mertens y col., 2015;
Oropeza-Moe y col., 2015), enfermedad de Keshan (Loscalzo, 2014; Oropeza-Moe y col.,
2015), esclerosis sistémica (Sun y col., 2020a), Sepsis (Castel y col., 2021; Mertens y col.,
2015; Oner y col., 2023), virulencia viral (incluido SARS-CoV-2) (Khatiwada y col., 2021,
Moghaddam y col., 2020; Younesian y col., 2021), ciertos tipos de cancer (Mannle y col.,
2020; Ruay col., 2023; Shimada y col., 2022), disfuncion tiroidea(Matvyeyeva, 2021; Pirola y

col., 2020) y disminuye el sistema inmune (Wang y col., 2009; Zhai y col., 2018).

La suplementacion dietética con Se por encima de los niveles adecuados produce
metabolitos reactivos de Se que alteran las vias metabdlicas o de sefalizacion (Steinbrenner y
col., 2022). Niveles altos de selenio se han asociado con el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2
(Kim y col., 2019; Wang y col., 2020), hipertension (Bastola y col., 2020; Vinceti y col.,
2019a), ciertos tipos de cancer (Any col., 2023; Narod y col., 2019), neurotoxicidad (Naderi y

col., 2021; Patti y col., 2020), esclerosis (Vinceti y col., 2019b), entre otros.
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D. SIMULACION DE DIGESTION GASTROINTESTINAL

La creciente demanda de productos de alta calidad para mejorar la salud humana ha
generado desafios en produccion, sostenibilidad y seguridad (Simdes). Los enfoques actuales
buscan abordar estos desafios mediante la incorporacion de compuestos bioactivos como
carbohidratos, proteinas, grasas, vitaminas y probioticos, reconocidos como seguros, en el
desarrollo de alimentos funcionales (Gongalves y col., 2021). Ademas, se ha explorado la
categoria de alimentos excipientes, que contienen ingredientes que, aunque carecen
propiedades bioactivas por si mismos, pueden mejorar la eficacia de un compuesto bioactivo
de calidad alimentaria cuando se ingieren en conjunto (McClements, 2015). En este contexto,
la simulacion gastrointestinal se destaca como una herramienta valiosa que proporciona
conocimientos detallados sobre las interacciones entre alimentos e ingredientes en el sistema

digestivo.

Los modelos de digestion in vitro se han desarrollado desde la década de 1990 para ser
utilizados en estudios de digestion de alimentos. Estos modelos son fundamentales para
estimar el comportamiento in vivo de los alimentos (Ferrua y col., 2010; Li y col., 2020). Por
lo tanto, la necesidad de modelos in vitro que imiten de cerca los procesos fisioldgicos
(regulacidn en tiempo real del pH, el flujo de alimento y la infusién de enzimas digestivas en
diferentes compartimentos del tracto gastrointestinal) que ocurren durante la digestion humana
ha llevado al desarrollo de modelos de digestion in vitro como alternativas a la digestion in
vivo (Dupont y col., 2019; Sousa y col., 2020). Los modelos in vitro son los preferidos en la
investigacion meédica, alimentaria y nutricional debido a su velocidad, condiciones

estandarizadas, costo y reproducibilidad (Sensoy, 2021). Imitan procesos de digestion
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(bioaccesibilidad) y absorcién (biodisponibilidad) y la respuesta medida es la cantidad de un

nutriente en el extracto final (Santos y col., 2019).

La bioaccesibilidad de compuestos bioactivos y nutrientes se determina mediante la
liberacion de la matriz alimentaria, la simulacion de la digestién gastrointestinal y la
asimilacién por el epitelio intestinal (Santos y col., 2019). Mientras que la biodisponibilidad,
se realiza midiendo la permeabilidad o la captacion de moléculas pequefias utilizando tejidos,
cultivos celulares y membranas artificiales (Caicedo-Lopez y col., 2019; Vega-Rojas y col.,
2021). La absorcion final se evalla con cultivos de células Caco-2 (linea celular de carcinoma
de colon humano polarizado) (Santos y col., 2019), el modelo celular més utilizado (Vega-
Rojas y col., 2021), debido a su capacidad de adquirir caracteristicas funcionales y
morfolégicas similares a los enterocitos del intestino delgado (Lozoya-Agullo y col., 2017;
Schoultz y col., 2020). Por otra parte, para evaluar o determinar ingredientes eficaces
biol6gicamente activos, se realiza un ensayo celular de antioxidantes en macr6fagos murinos

RAW 264.7 (Zhu'y col., 2022) .

1. Digestion in vitro

En los ultimos afios, los sistemas de digestion in vitro se han vuelto populares y se
utilizan ampliamente en la investigacion de alimentos nutricionales o farmacéuticos, debido a
que sonmas rapidos, mas reproducibles, mds  baratos, menos  laboriosos 'y  sin
restricciones éticas en comparacion a las pruebas in vivo en animales o humanos (Li y col.,
2020). El modelo estandarizado de digestion in vitro INFOGEST 2.0 se utiliza ampliamente
para simular procesos fisicoquimicos que ocurren en el tracto gastrointestinal humano (boca,

estomago e intestino delgado) y comprende como los efectos de la matriz alimentaria afectan

32



la digestion y la bioaccesibilidad determinada bajo el modelo gastrointestinal INFOGEST 2.0

(Brodkorb y col., 2019; Tan y col., 2020).

a. Faseoral

Los alimentos ingresan al  sistemadigestivoa través de laboca,
donde se descomponen en pequefios pedazos y se mezclan con la saliva para acelerar su paso
por el sistema digestivo (Ketel y col., 2019). La saliva es un medio acuoso viscoso complejo
producido por las glandulas salivales, que contiene 99.5% de agua, 0.3% de proteinas/enzimas
y varios electrolitos como sodio, potasio, calcio, magnesio, fosfato y bicarbonato. Las enzimas
son capaces de modificar parcialmente las estructuras y composiciones de los alimentos (Li y
col., 2020). La saliva secretada por las glandulas salivales humedece y comienza a disolver el
alimento con la accion de la enzima a-amilasa (Bohn y col., 2018; Sensoy, 2021). Durante la
deglucidn, el bolo es impulsado desde la boca a través de la faringe hacia el es6fago (Sensoy,
2021). EI método in vitro INFOGEST 2.0 descrito por Brodkorb y col. (2019) comienza
con a-amilasa a pH 7. Para imitar el proceso de masticacion, se recomienda utilizar tamafios
de particulas pequefios (50 a 1000 pm) y un tiempo de contacto con la enzima de 2 minutos y

una temperatura de 37° C para la fase oral simulada.

b. Fase géastrica
El proceso de digestion en el estdmago involucra procesos fisicos y quimicos. Los
parametros fisicos como las contracciones afectan el tamafio de las particulas y los parametros
quimicos como la secrecion de &cido clorhidrico y las enzimas digestivas (pepsina y lipasa)
tienen un impacto en el ablandamiento de los alimentos y la hidrolisis de los nutrientes
(Amigo y col., 2020; Sensoy, 2021). El ambiente acido (por la secrecion de acido géstrico,

HCI) pH 3 activa la pepsina secretada y provoca la desnaturalizacion de los alimentos (Li y
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col., 2020), el modelo INFOGEST 2.0 en la fase gastrica in vitro recomienda un tiempo de

contacto de 2h a 37°C.

c. Fase intestinal

La mayor parte del proceso de convertir los alimentos en una forma adecuada que el
cuerpo pueda utilizar tiene lugar en el intestino delgado. Este tiene dos funciones principales
en la digestion y absorcién, (1) descomposicion de macromoléculas y (2) absorcion de agua y
nutrientes (Li y col., 2020). ElI quimo entrante estimula al pancreas para que libere una
solucién concentrada de bicarbonato (NaHCOz3) que neutraliza el jugo gastrico altamente
acido, para la actividad de las enzimas proteasas (tripsina y quimotripsina), lipasa
pancredtica y amilasa pancreatica (Amigo y col., 2020; Sensoy, 2021). La digestién in vitro
del intestino delgado, se realiza a pH 3, 37°C durante 2h, simulando el jugo pancreético,

electrolitos, sales biliares y las enzimas (Brodkorb y col., 2019).

2. Bioaccesibilidad, biodisponibilidad y bioactividad péptidos e isoflavonas.

La digestion in vivo e in vitro, asi como varios procesos de tecnologia alimentaria,
particularmente la germinacién, puede liberar péptidos bioactivos de las proteinas (Lopez-
Barrios y col., 2016; L6pez-Garcia y col., 2022). Se ha reportado sobre los beneficios a la
salud de péptidos liberados a partir proteinas vegetales (bioaccesibilidad) (Lépez-Garcia y
col., 2022; Udenigwe y col., 2012) al llegar a su sitio de accion sin cambios estructurales (Sun
y col., 2020b) de forma intacta y accesibles para ejercer dichos beneficios a la salud (Amigo y

col., 2020).

Las proteinas ingeridas se descomponen y absorben en el tracto gastrointestinal
después de ser desnaturalizadas por el acido gastrico (con ayuda de la pepsina) e hidrolizadas

en pequefios péptidos y aminoacidos (AA) por las proteasas gastricas y pancreaticas (Martinez
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Augustin y col., 2006). S6lo una pequefia cantidad de AA se secreta en el estomago y la
mayoria de los péptidos liberados por las proteinas llegan a los intestinos (Xu y col., 2019c).
La absorcion de péptidos en el tracto gastro intestinal se desempefia principalmente en el
intestino delgado (Sun y col., 2020b). Los factores que regulan la biodisponibilidad del
transporte intestinal de los péptidos bioactivos son influenciados por el peso, carga y tamafio
molecular, hidrofobicidad, flexibilidad de cadena lateral y secuencia de AA (Amigo y col.,
2020; Xu y col., 2019c). Para ejercer actividad bioldgica, los péptidos deben pasar a través del
epitelio intestinal, donde son digeridos ain mas por enzimas citoplasmicas y del borde en
cepillo (Abeer y col., 2021). Los péptidos se absorben a través de la monocapa de células
epiteliales por las siguientes vias: transporte mediado por portadores, transporte paracelular,
transcitosis y difusion transcelular pasiva (Xu y col., 2019c). Una vez que los AA y péptidos
logran atravesar la barrera intestinal a la sangre, entran a la circulacién sistémica y son

utilizados por tejidos periféricos (Martinez Augustin y col., 2006).

Estudios han reportado interaccion proteina-polifenoles en los alimentos, han
demostrado que las proteinas pueden unirse a los polifenoles y, por lo tanto, generar complejos
solubles o insolubles (de Morais y col., 2020; Hazafa y col., 2020; Papadopoulou y col.,
2004), las interacciones proteina-polifenol pueden afectar la biodisponibilidad de los
compuestos (Karas y col., 2017). Los flavonoides pertenecen a toda la clase de polifenoles,
seis de los cuales se encuentran en alimentos vegetales: flavan-3-oles, flavonoles,
antocianinas, isoflavonas, flavanonas y flavonas, algunas clases se limitan a determinados
alimentos, por ejemplo, las isoflavonas se encuentran en leguminosas (Thilakarathna y col.,
2013). Los flavonoides al no ser permeados en el estbmago y el intestino delgado, son

metabolizados en metabolitos de bajo peso molecular por la microbiota del colén en el
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intestino grueso (Bordenave y col., 2014). Debido a la alta hidrofobicidad y la pequefia
estructura molecular de las agliconas flavonoides, pueden absorberse directamente en las
células epiteliales vellosas de la pared del intestino delgado mediante difusion pasiva en (Chen
y col., 2022). Los glucésidos flavonoides tienen mayor hidrofilicidad y peso molecular debido
a la unién de grupos de glicdsidos, sélo pueden absorberse después de que la flora intestinal
los haya hidrolizado en agliconas o acidos fendlicos (Williamson y col., 2018). Ensayos in
vitro (Caco-2) revelaron que flavonoides hidrofobos permean mejor, en contraste a los
glucosidos flavonoides debido a la presencia de grupos de azucar que aumentan la hidrofilia,

reduciendo la permeacion de membrana (Gonzales y col., 2015).
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IV. JUSTIFICACION

Las leguminosas son alimentos basicos para gran parte de la poblacion mexicana,
especialmente en los sectores de bajos ingresos. Ademéas de ser una fuente importante de
nutrientes, contienen compuestos bioactivos. A pesar de esto, su produccion y consumo ha
disminuido debido a los nuevos estilos de vida y habitos de alimentacion, generando un
aumento importante en la incidencia y prevalencia de enfermedades no transmisibles como
cancer y obesidad. El consumo de leguminosas ha sido relacionado con la prevencion y
disminucion de enfermedades relacionadas al estrés oxidativo y metabolismo lipidico. En los
ultimos afios el garbanzo desi pigmentado ha sido adaptado de forma experimental a suelo
Sinaloense, pero sigue sin explotarse a pesar de ser una fuente importante de fitoquimicos con
buena calidad proteica. Por lo que, ademéas del analisis de los fitoquimicos, es importante
disefiar procesos que permitan recuperar al méximo los compuestos bioactivos y aprovechar su
valor nutrimental y nutracéutico. A través de procesos de transformacion innovadores, el
garbanzo puede ser convertido en ingredientes que se incorporen en alimentos procesados que
permitan cubrir las necesidades de diferentes perfiles de consumidores. Los compuestos
selenizados, particularmente proteinas, asi como selenoaminoécidos son reconocidos por su
alto potencial anticancerigeno y antioxidante. Estos se sintetizan durante la germinacion en
presencia de selenio aunado a los cambios que se generan en el perfil fitoquimico
promoviendo efectos benéficos para la salud. La utilizacién de garbanzo biofortificado con
selenio resulta un interesante ingrediente a caracterizar para la formulacion de alimentos
funcionales. En especial por su contenido de flavonoides y proteinas selenizadas con potencial

efecto bioldgico frente a enfermedades no transmisibles.
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V. HIPOTESIS
El proceso de germinacion con la biofortificacion de Selenio y la concentracion de
proteina en el garbanzo desi generard ingredientes funcionales con compuestos antioxidantes y
anti-inflamatorios bioaccesibles y biodisponibles (in vitro) que servira como auxiliar en la

prevencion de enfermedades no transmisibles.
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VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la germinacidn-selenizacion, concentracion de proteina y
simulacion de digestion gastrointestinal en harinas y concentrados proteicos de garbanzo desi
verde y negro sobre caracteristicas fisicoquimicas, tecnofuncionales, la bioaccesibilidad y

biodisponibilidad in vitro de compuestos antioxidantes y anti-inflamatorios.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar el efecto de la germinacion-selenizacidn y concentracion de proteina sobre las
propiedades fisicoquimicas y tecnofuncionales de las harinas del garbanzo desi verde y
negro.

2. Valorar el efecto de la germinacidn-selenizacion y simulacion gastrointestinal sobre la
bioaccesibilidad de compuestos bioactivos de las harinas y concentrados proteicos del
garbanzo desi verde y negro.

3. Evaluar de la biodisponibilidad in vitro por permeabilidad celular en Caco-2 de las
isoflavonas de los digeridos de fase absorbible de las harinas y concentrados proteicos
del garbanzo desi germinado-selenizado de ambas variedades.

4. Determinar la actividad antioxidante celular (Caco-2) y anti-inflamatoria (RAW 264.7)
de las isoflavonas absorbidas por permeabilidad celular en Caco-2 de las harinas y
concentrados proteicos del garbanzo desi germinado-selenizado de ambas variedades.

5. Evaluar la actividad antioxidante celular (Caco-2) y anti-inflamatoria (RAW 264.7) de
los compuestos bioactivos de los digeridos y fraccion peptidica (<10kDa) de la fase no
absorbible de las harinas y concentrados proteicos del garbanzo desi germinado-

selenizado de ambas variedades
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIA PRIMA
La variedad de garbanzo verde y negro (tipo desi, ICC5613 y ICC3761) cosechada
durante el periodo de abril-mayo de 2019 en la estacion experimental de INIFAP (Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias), ubicado en Culiacan, Sinaloa,

México. Las semillas cosechadas se limpiaron y almacenaron a -20°C hasta su uso.

B. PROCESAMIENTO DEL GARBANZO

1. Germinacion con selenio

Las semillas de garbanzo se germinaron a escala industrial en Alimentos Lee
(Apodaca, Nuevo Ledn, México) con la metodologia descrita por (Serrano-Sandoval y col.,
2022). Brevemente, después de su desinfeccion, las semillas de garbanzo se hidrataron durante
6 h con una solucion de 50 mg/L de selenito de sodio (Na:SeOs) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.) en una relacién 1:3 peso/volumen (p/v). Enseguida, las semillas hidratadas
fueron germinadas bajo condiciones controladas de ciclos luz/oscuridad, durante 48h a 20 + 2°
C y 80% de humedad relativa. Los granos germinados se secaron a 55° C durante 12 h en un
horno de conveccion forzada de gas 10 GN1/1 (Electrolux, STO, Suecia). Las semillas de
garbanzo secas se molieron en un molinillo Modelo estandar no. 5 Wiley Mill (Swedesboro,

NJ, EE. UU.) y se pasaron a traves de un tamiz de malla nim. 60.

2. Obtencion de Aislado Proteico
a. Punto isoeléctrico
La concentracion de proteina se realizo con la metodologia descrita por Milan-Noris y
col. (2018). La harina de garbanzo germinado se desengrasé con hexano (1:4, p/v) en

agitacion a 500 rpm durante 4 h, y la torta desengrasada se seco durante la noche a 25 °C. La
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torta desengrasada (300 g) se suspendid en agua (1:10, p/v) y se mezcld durante 1 min. Las
proteinas se extrajeron a pH 8.5 utilizando una solucion 1M de NaOH y una velocidad de
agitacion continua de 500 rpm durante 2 h. La suspension de harina se centrifug6 a 10 000 xg
durante 10 min y el sedimento se extraera nuevamente usando las mismas condiciones. Para la
precipitacion de proteinas, los sobrenadantes clarificados se agruparon y se ajustaron a pH 4.5
usando 1M de HCI. El precipitado de proteina se centrifugo a 10 000 xg durante 10 min, y el

sedimento se liofilizd y almacend a -20 °C hasta su analisis.

C. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

1. Analisis Proximal

El andlisis de composicion quimica del aislado se realizé de acuerdo con los métodos
de la AOAC 2005. El contenido de proteina (Nx6.25) se determind bajo las condiciones
descritas por el método 978.04. Ademas, la recuperacion de proteina se calculd basandose en

el contenido inicial de proteina de harina de garbanzo.

2. Determinacion de selenio

Se determinaron las concentraciones totales de selenio en los brotes de garbanzo
siguiendo el método descrito por Guardado-Félix y col. (2017). Los brotes fueron sometidos a
digestion en solucion acida utilizando un microondas. Para llevar a cabo la digestion &cida en
los brotes, se mezclaron 0.2 g de muestra con 4 mL de HNO3 al 77%. La mezcla resultante se
sometio a una digestion en un sistema de microondas cerrado (Mars 5 CEM, Matthews, NC,
EE. UU.) durante 15 minutos, elevando la temperatura desde ambiente hasta 180° C;
manteniendo la temperatura a 180 ° C durante 10 min, y luego se reduciéndola a 50° C por 20
min. Después de la digestion, las muestras se ajustaron a 5 mL con agua doblemente

desionizada, se transferiran a viales de 20 mL y se almacenaron a 4 ° C hasta su analisis.
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Se empled un espectrometro de masas de plasma acoplado inductivamente X series 2
(ICP/ MS) (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) con un nebulizador concéntrico de vidrio
Tipo C (Meinhard, Golden, CO, EE. UU.) para medir el contenido de selenio en la digestion
acida. La tasa de acumulacion de selenio se calculé tomando en cuenta la cantidad total de

selenio absorbida por 100g de semilla hidratada con 2 mg de Na>SeOs,

3. pH
Se empled el método potenciométrico (Espinosa-Ramirez y col., 2016), atemperando la
muestra con agitacion durante 30 en una proporcion 1:30 con agua destilada. Posteriormente,

se llevo a cabo la medicién de pH utilizando un potenciémetro.

4. Actividad de agua

La actividad del agua (aw) se midié en un higrometro Aqua Lab Modelo CX-2
(Decagon Devices Inc, Pullman, WA, EE. UU.). La lectura se tomd después de alcanzar el
equilibrio del espacio de cabeza de la muestra (3 g) (40-60 min). Se realiz6 por triplicado para

cada muestra.

5. Color

La determinacion de color se realizd de acuerdo a lo descrito por Milan-Noris y col.
(2019), utilizando un colorimetro Modelo CR210 (Minolta LTD, Japon) con escala CIELAB,
donde se registraron los siguientes parametros: L* (0 “oscuro” - 100 “claro”), coordenadas
cromaticas a* (+a*: rojo, -a*: verde), b* (+b*: amarillo, -b*: azul), y diferencia de color (AE):

* * * 2
B (-2.85-L )2+ (0.78 - a )2 +(97.63-b ) Ec. (1)
a 2
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D. PROPIEDADES TECNOFUNCIONALES

1. Indices de absorcion en agua/aceite y solubilidad en agua

Se llevo a cabo siguiendo los procedimientos descritos por Huang y col. (2022b) y
Milan-Noris y col. (2019), con ligeras modificaciones. Se colocaron 0.250g de muestra en un
tubo de centrifuga de 50 mL previamente pesados, se agregaron 7.5 mL de agua o aceite y se
agitd la mezcla. Los tubos con muestras de harina se sometieron a un bafio maria a 70 °C
durante 30 min, mientras que los tubos con concentrado proteico solo reposaron durante el
mismo periodo. Después, se centrifugaron a 5 000 xg durante 10 min. Tras retirar la capa
superior de agua o aceite, se pesaron las muestras con los tubos de centrifuga. El sobrenadante
con agua se transfirié a un vial de vidrio previamente pesado a peso constante, determinando
el contenido de sélidos secos después dejarlo en un horno toda la noche a 105 °C. Se

calcularon los indices de absorcion en agua/aceite (IAA/IAAC) y la solubilidad en agua (ISA):

AA (g) _ (Vial con muestra)+(Vial con sedimento) Ec. (2)
g peso de la muestra
AAC (g) _ (Vial con muestra)+(Vial con sedimento) Ec. (3)
peso de la muestra
Peso de los solidos secos en el sobrenadante
ISA (%)= %100 Ec. (4)

peso de la muestra

E.  EVALUACION NUTRACEUTICA

1. Simulacion de digestion gastrointestinal INFOGEST

La simulacién de digestiéon gastrointestinal (SDG) in vitro se llevo acabo de acuerdo
con el método descrito por Brodkorb y col. (2019). En resumen, la cantidad de cada sustrato
correspondiente a 5 g de proteina se disolvié en proporcion 1:1 de agua para simular el bolo,

diluido con fluido salival simulado (pH 7, 37 °C) y amilasa salival (75 U/mL de digesta)
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durante 2 min con un volumen final de 10 mL. Luego, se afiadié un volumen similar de jugo
gastrico simulado (pH 3, 37 °C) con pepsina (2000 U/mL de digesta) y lipasa gastrica (60
U/mL de digesta) incubandose durante 120 min con un volumen final de 20
mL. Posteriormente, se incorpord una parte igual de jugo intestinal simulado (pH 7) con
pancreatina (100 U de actividad de tripsina/mL de digesta) y bilis (10 mmol/L de digesta
total), incubandose otros 120 min con un volumen final de 50 mL. La digestion se detuvo
mediante calentamiento a 100 °C por 5 min, seguido de enfriamiento en hielo. Inmediatamente
después de detener la digestion, las muestras se dividieron por centrifugacion (13 000 xg a 4
°C durante 15 min) en digerido soluble (S) e insoluble (I) mediante la recoleccion del
sobrenadante y el sedimento, respectivamente. Finalmente, los digeridos se conservaron a -

20°C antes de ser sometidos a liofilizacion.

2. Indices de bioaccesibilidad y recuperacion de compuestos bioactivos

Los indices se calcularon de acuerdo a la metodologia descrita por Coelho y col.
(2022). El indice de bioaccesibilidad (IB) se calcula con el fin de comprender y estimar la
cantidad de compuestos bioactivos disponibles para su absorcion durante el proceso de
digestion en el organismo humano (Ec. 5). Por otra parte, el indice de recuperacion (IR) evalla
la eficacia con la que estos compuestos bioactivos pueden extraerse o recuperarse de la

simulacion de digestion gastrointestinal (Ec. 6).

Ec. (5

%IB= %100

DS+DI

DS+DI
%IR=

x100 Ec. (6)

La ecuacion esta representada por la cantidad de compuestos presentes en la fraccion

digerida soluble (DS) e insoluble (DI), y no sometida a digestion (ND).
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3. Ultrafiltracion

Las fracciones peptidicas fueron obtenidas de acuerdo a lo descrito por (Sandoval-
Sicairos, 2021). Primeramente, se tomd 1 g de muestra previamente digerida y liofilizada, se
disolvio en 20 mL de buffer fosfato monobasico (pH 8) y luego se sénico durante 20 minutos.
Luego, la muestra se centrifug6 (4°C, 10 000xg, 10min). Para obtener péptidos con un tamafio
inferior a 10 kDa, serecuperd el sobrenadante y se filtrd a través de membranas de
ultrafiltracion (Amicon® Ultra-15 10K). Los filtrados se recuperaron tras una centrifugaron
adicional (4°C, 4000 xg). Finalmente, las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su proceso de
liofilizacion.

4. Perfil de proteina (SDS-PAGE)

El ensayo se basé en el método de Laemmli (1970). Las muestras se diluyeron en
buffer Laemmli (Bio-Rad Laboratories) con 5%-f-mercaptoetanol y se sometieron a ebullicion
durante 5 minutos previos a cargarlas en un gel de separacion de poliacrilamida al 15% (Bio-
Rad). Se utilizaron los estandares Presicion Plus Protein ™ Dual Color (Bio-Rad Cat.# 161-
0374) y Spectra multicolor Low Range Protein Ladder (Thermo Scientific Cat.# 26628). La
electroforesis se llevé a cabo a 110 Voltios durante 60 minutos en una solucién fijadora
compuesta por 10% de Buffer Tris Glicina y 90% de agua. Posteriormente, los geles fueron
retirados del equipo y tefiidos con una solucion de azul de Coomassie R250 (Coomassie
brilliant blue R250 1.25g, agua desionizada 200 mL, metanol 250 mL y acido acético glacial
50 mL) durante toda la noche. Despues de la tincion, los geles se lavaron con una solucion
para destefiir (agua destilada 670 mL, metanol 290 mL, &cido acético glaciar 40 mL y acido
tricloroacético 35 g). Las imagenes se adquirieron utilizando el sistema de imagen Gel Doc™

XR+ Gel Documentation System de Bio-Rad.
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5. Preparacion de extractos para evaluacion biolégica

Se realizaron extractos siguiendo la metodologia descrita por Milan-Noris y col. (2018)
con algunas modificaciones. Se suspendieron 50 mg de las muestras en 1 mL de solucion
fosfato monobésico a pH 8, se sonicaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 4° C, 3 000 xg durante 10 minutos. El sobrenadante se recolectd y se repiti6 el
mismo procedimiento con la pastilla restante. Posteriormente, el sobrenadante se seco en un

concentrador y se almacend a -4° C.

6. Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido total de fendlicos (CFT) de los extractos se determind utilizando el
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton y col. (1999). Esta prueba
consiste en mezclar acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico que se reduce, por la accion
de los fenoles, en una mezcla de 6xidos azules de tungsteno en un medio altamente basico
(carbonato de sodio). Los compuestos fendlicos son facilmente oxidables en medio bésico,
formando O, 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. Inicialmente, se dispusieron 100
ML de la curva o muestra en un microtubo de 2 mL, al cual se le afiadieron 50 pL del reactivo
Folin-Ciocalteu 2N. Tras transcurrir 5 min, se incorporaron 400 pL de carbonato de sodio 2N
(aforado con 10.6 g/100 ml de agua destilada), y después de otros 5 minutos, se adicion6 1 mL
de agua destilada. Las muestras fueron incubadas en los microtubos en oscuridad a
temperatura ambiente durante 90 minutos. Luego, se realiz6 una centrifugacion a 3000 xg
durante 1 min a 4° C. Posteriormente, se transfirieron por triplicado 200 pL del contenido de

cada microtubo a los respectivos pocillos de una placa de 96 pozos. Finalmente, se registré la
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absorbancia a 740 nm utilizando un espectrofotémetro. La cuantificacion se llevé a cabo
utilizando una curva de &cido galico y los resultados de CFT se expresaron en miligramos

equivalentes de acido gélico (Mariscal-Moreno y col.) por gramo de muestra.

7. Contenido de proteina soluble y péptidos

La cuantificacion de proteina soluble se Ilevd a cabo por duplicado utilizando el ensayo
de proteina compatible con detergente (Thermo Fisher Scientific, P/N 23246). Se utilizo
albdmina de suero bovino como estandar en un rango de concentracion de 0.1 a 1 mg/mL. Los
resultados se expresaran como mg/g de muestra liofilizada. La cuantificacion de péptidos en
cada subfraccion se realiz6 mediante un ensayo colorimétrico utilizando el kit de ensayo de
péptidos colorimétricos cuantitativos (Thermo Fisher Scientific, P/N 23275) de acuerdo con el

protocolo del fabricante.

8. Cuantificacion de isoflavonas

La cuantificacién de isoflavonas en muestras de garbanzo se efectué conforme al
protocolo descrito por Milan-Noris y col. (2018), mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC-DAD) con deteccion de diodos (Agilent LC 1260). La separacion se logro
utilizando una columna Eclipse XDB C18 (3 mm X 150 mm, 3,5 um; Agilent technologies,
Santa Clara, CA, EE. UU.) con un caudal de 0.4 mL/min y una temperatura de columna de 30
°C. La inyect6 un volumen de 2 puL y la deteccion se registré a 260 nm. La fase movil
consistié en una solucion 0.1% de &acido formico en agua (disolvente A) y acetonitrilo
(disolvente B). El perfil de gradiente se establecié de la siguiente manera: 0 %-10 % de
solvente B durante 8 min, 10 %-35 % de solvente B durante 8 min, 35 %-90 % de solvente B
durante 10 min y 90 %100 % de solvente B durante 10 min. Las isoflavonas se cuantificaron

utilizando estandares de biocanina-A y formononetina para las agliconas o sus conjugados,

47



expresando los resultados como pg/g de muestra liofilizada. La concentraciéon de otros
isoflavonoides se calcul6 como equivalentes de biocanina-A (ng/g de muestra liofilizada). Los

andlisis se realizaron por triplicado.

9. Permeabilidad celular Caco-2

Se emplearon monocapas de células de colén humano (Caco-2) para evaluar la
permeabilidad celular in vitro de los digeridos de concentrado proteico y harinas germinadas
selenizadas de garbanzo desi verde y negro. Las células Caco-2 fueron cultivadas a 37°C y 5%
de CO2 en medio DMEM suplementado con suero bovino fetal al 5% (v/v) y antibiotico-
antimicotico al 1%. El medio se renovd cada 2 dias durante el crecimiento y la diferenciacion
celular. Para los experimentos, se siguié la metodologia descrita por Ortega-Hérnandez (2022)
las células se sembraron en inserciones transwell de 12 pocillos a una densidad de 2.5x10°
células/pocillo. Las monocapas se utilizaron 21 dias después de alcanzar la confluencia para
permitir la diferenciacion completa en células epiteliales intestinales. Después de lavar las
células dos veces con PBS, se afiadid una alicuota de 0.5 mL de fracciones digeridas
intestinalmente de concentrado proteico y harinas germinadas de garbanzo desi verde y negro
con y sin selenio (50 pg/mL) con un contenido de lucifer yellow (LY) 100uM en la cdmara
superior (apical). Las células se incubaron a 37°C durante 2 horas a 100 rpm. Después de eso,
se recolect6 el medio de ambos lados de los insertos y se almacend a -80 °C hasta el anélisis

de isoflavonas mediante HPLC-DAD (Agilent LC 1260).

La integridad de monocapa celular se evalué controlando la permeacion de lucifer
yellow. La fluorescencia de las muestras apicales y basolaterales se midié a 530 nm (emision)

y 485 nm (excitacion) utilizando un lector de microplacas (synergy HT, BioTek, Winooski,
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VM). La permeacion de LY de la camara apical a la basal (%) se calculé de acuerdo con la

ecuacion 7:

Fiost-Folan ]
LY (%)= test™Fblank Ec. (7)
Fo-Fpank

Donde, Frst es la intensidad de fluorescencia de LY desde el lado basolateral; Fo, la
intensidad de fluorescencia inicial de LY en el lado apical, Foiank €S la intensidad de
fluorescencia de la muestra en blanco (HBSS solo). Solo se consideraron aquellas monocapas

con una permeabilidad inferior al 5% para su inclusion en el experimento.

Ademas, se evaluo la eficacia de la permeacién in vitro en la muestra (Ec.8),
proporcionando datos sobre la persistencia de la actividad bioldgica después de realizar la
permeacion. Dando informacién sobre cuanta actividad ha sido retenida después del

permeado.
Ec. (8)

Actividad después de la permeacion

Actividad remanente (%)= ( ) x100

Actividad inicial

Donde la “Actividad después de la permeacion” es la actividad medida después del

proceso de permeado celular y la “Actividad inicial” es la actividad medida antes de permear.

10. Ensayo de viabilidad celular RAW 264.7

La viabilidad celular se determin6 utilizando el ensayo de proliferacion celular
CellTiter 96 AQueous One Solution. La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 se
incubdé en medio Eagle Modificado con Dubelcco (DMEM) suplementado con suero bovino
fetal (FBS) al 5% y una mezcla comercial de estreptomicina/penicilina al 1%, a 37°C con CO:
al 5% durante 24 hrs en placa de 96 pocillos, con una densidad de 5x10* células/pocillo.

Posteriormente, se trataron con una concentracion de 50 pg/mL. La absorbancia se determind
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a 490 nm utilizando un lector de microplacas (Synergy HT, Bio-Tek). La viabilidad celular se
calculé dividiendo la absorbancia de las células tratadas entre la absorbancia de las células de

control, y la proporcion se expresé como porcentaje.

11. Actividad anti-inflamatoria

Para evaluar el efecto del concentrado de proteina y harinas germinadas de garbanzo
desi verde y negro con selenio y sin selenio, en la produccion de 6xido nitrico (NO). Se
cultivaron células RAW 264.7 en placas de 96 pocillos (5x10* células/pocillo) con medio
Eagle’s Modificado con Dulbeccé (DMEM) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 5%
y 1% de la mezcla comercial de estreptomicina y penicilina durante 24 h a 37°C con CO: al
5%. Posteriormente, se afadieron 50 pL de muestra y se incubaron durante 4 horas
adicionales. La mitad de los pocillos se estimularon con 1 pg/mL de LPS, mientras que la otra
mitad sirvio como control para cada muestra. Despues de 24 horas, se evaluo la viabilidad

celular y la produccién de NO.

La produccion de NO se evalud indirectamente mediante la cuantificacion de nitritos.
Después de la incubacion de las muestras, se transfirieron 100 uL de sobrenadante a otra placa
de 96 pocillos para determinar la concentracién de nitritos utilizando el sistema de reactivos de
Griess, con una lectura de absorbancia a 590nm. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de inhibicién de la produccion de NO en comparacion con las células de control
(no estimuladas con LPS). La absorbancia se registrd utilizando un el lector de microplacas de

96 pocillos (Synergy HT, Bio-Tek).

12. Actividad antioxidante celular
La determinacion de la actividad antioxidante celular (Isaacson y col.) se llevo a cabo

segun la metodologia descrita por LOpez-Barrios y col. (2018). Las células Caco-2 se
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sembraron en una placa negra de 96 pocillos (100 uL, 5x10* células/pocillo) en medio Eagle’s
Modificado por Dulbeccé (DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 5% y 1%
antibiotico comercial de penicilina-estreptomicina. Los digeridos se probaron a una dilucion
apropiada. Después de 24 h de incubacion (37 °C, 5 % CO>), las células se lavaron con
solucion tampon de fosfato (PBS) y se incubaron durante 20 min con 100 pLL de muestra y 60
uM de diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFH-DA) (1:1 v/v). Luego, se afiadié 100
uL de diclorhidrato de 2,2'-azobis(2-metilpropionamidina) (AAPH) (500 uM) después de un
nuevo lavado para inducir el estrés oxidativo. La fluorescencia emitida a 528 nm con
excitacion a 485 nm se midié cada 2 min durante 45 min a 37 °C. Las células incubadas con
DCFH-DA (sin hidrolizados) e inducidas con AAPH representan el control positivo. La AAC

se calcul6 como un porcentaje utilizando la siguiente ecuacion: Ec. (9)
C.

AUC Hidrolizados
AUC Control positivo

%AAC=100- ( ) %100

F. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se llevé a cabo mediante el software JMP 14 del instituto SAS
(Cary, NC, EE. UU.). Los datos se analizaron por regresion lineal de minimos cuadrados
ordinarios para estimar el efecto de la variedad de garbanzo, contenido de selenio y el
procesamiento de la muestra con un nivel de significancia de 95%. Algunas variables
dependientes se analizaron por Anova de una via seguida de la prueba de Tukey para

determinar el efecto de la variedad de garbanzo o el procesamiento de la muestra.
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VIIl.  RESULTADOS Y DISCUSIONES

Objetivo 1
A. Propiedades fisicoquimicas

1. Contenido proteico

El Cuadro 2 detalla el contenido de proteina (%) en harinas y concentrados (bs) de
garbanzo desi verde y negro germinado con o sin selenito de sodio y rendimiento (%) de los
concentrados proteicos. Las harinas de garbanzos germinados (control y selenizadas) en ambas
variedades exhibieron un contenido proteico del 22.1%, sin diferencias significativas (p>0.05).
En una investigacion realizada por Huang y col. (2022c) los contenidos de proteinas de soya
germinada no difirieron entre los tratamientos que incluian selenio y el grupo control. Estudios
sobre germinados de garbanzo en condiciones similares han reportado intervalos de 23.5-
24.9% en cultivares desi y 21-24% en cultivares kabuli (Cimini y col., 2023; Dominguez-
Arispuro y col., 2018; Masood y col., 2014; Ouazib y col., 2015; Sofi y col., 2023; Sofi y col.,

2021; Xuy col., 2019b).

En los concentrados proteicos de garbanzos desi germinados (con / sin selenio) verde y
negro, no hubo diferencias significativas (p>0.05) en el contenido proteico (88.4-97.5%),
sugiriendo que la adicion de selenio no influy6é en la extraccion de proteina. Resultados
similares se han reportado en concentrados de garbanzo mediante precipitacion isoeléctrica
(Espinosa-Ramirez y col., 2019; Mesfin y col., 2021; Sanchez-Vioque y col., 1999; Sofi y col.,

2021; Toews y col., 2013).

Adicionalmente, el rendimiento de proteina fue significativamente mayor (p<0.05) en
garbanzo verde (61-65%) en comparacion con el garbanzo negro (38-49%). Se han

documentado rendimientos de extraccion de proteina del 53.7% en garbanzo desi (Boye y col.,
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Cuadro 2. Contenido de proteina (%) en harinas y concentrados (bs) de garbanzo desi

verde y negro germinado con o sin selenito de sodio y rendimiento (%) de los concentrados

proteicos.
Harinas Concentrados
Muestra Proteina (%) Proteina (%) Rendimiento (%) Recuperacion (%)
(Pureza)
VC 22.1+0.0° 97.5+8.7¢ 66.1+6.4° 67.8+6.5°
VSe 22.1+0.07 95.745.1° 62.2+2.2° 65.0£2.3°
NC 22.1+0.07 91.445.1° 38.8+2.0° 42.5+2.2°
NSe 22.1+0.0° 88.4+0.0° 49.5+2.6° 56.0+2.9°

VC. Garbanzo verde germinado control. VSe. Garbanzo verde germinado selenizado.
NC. Garbanzo negro germinado control. NSe. Garbanzo negro germinado selenizado. Los
valores representan las medias = desviacion estandar. Medias con letras diferentes por
columna indican diferencia significativa (p<0.005).
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2010a) y del 67.3% en garbanzo kabuli (Espinosa-Ramirez y col., 2019) mediante

extraccion alcalino-4cida.

Respecto a la recuperacion de proteinas, la variedad verde demostrd un rendimiento
superior a la variedad negra, fluctuando entre el 67.8% y el 42.5%. Estudios anteriores
utilizando la extraccion por precipitacion isoeléctrica informaron recuperaciones de proteinas
en garbanzos en un rango de 54.6% a 67% (Boukid, 2021; Papalamprou y col., 2009;
Penchalaraju y col., 2022). La diversidad de propiedades bioquimicas en las proteinas (carga,
tamarfio, susceptibilidad a la protedlisis, interacciones de ligandos y localizacion subcelular)
impide que cualquier método de extraccion capture completamente el proteoma (Isaacson y

col., 2006).

2. Contenido y acumulacion de selenio

El Cuadro 3 presenta los niveles de selenio en concentrados y harinas de garbanzo desi
germinado. Las harinas de garbanzo germinado verde (HVC) y negro (HNC) fueron
estadisticamente diferentes en su contenido de selenio, sin embargo, como no se analizaron las
muestras sin procesar no sabemos si el contenido de la muestra es inherente a la variedad o por
el proceso de germinacion. El proceso de germinacion en presencia de selenito de sodio
satisfactoriamente incremento el Se en las harinas donde se acumularon un 34.6% en la harina
negra selenizada (HNSe) y la harina verde selenizada (HVSe) acumulé un 29.4%. En
contraste, en un estudio previo realizado por Serrano-Sandoval y col. (2022) llevaron a cabo la
germinacion de garbanzos kabuli bajo una concentracion y condiciones similares a las del
presente estudio, obteniendo una acumulacion del 10%. Esto sugiere que las harinas de
garbanzo de la variedad desi tienen una mayor capacidad de acumular selenio durante la

selenizacion en comparacion con la variedad kabuli.
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Cuadro 3. Contenido de selenio (pg/g) en harinas y concentrados de variedades de

garbanzo desi germinado o selenizado.

Variedad
Negra Verde
Harina germinada 0.29+0.008; 1.23+0.014;
Harina selenizada 23.73+0.23%, (34.64%) 20.15+1.26%, (29.42%)
Concentrado selenizado 36.89+1.30%, (55.48%) 35.00+0.36%, (74.00%)

Los valores representan las medias + desviacion estandar (%eacumulacién). Medias con
letras diferentes por columna (mindscula subindice) indican diferencia significativa (p<0.05)
por el tratamiento y medias con letras diferentes por rengldén (mayuscula superindice) indican

diferencia significativa (p<0.05) por cultivo de garbanzo.

55



En relacion con los concentrados selenizados, no hubo diferencias significativas
(p<0.05) entre ambos cultivares desi, y aunque no se ha reportado informacion sobre el
contenido y la acumulacion de selenio en concentrados proteicos obtenidos de garbanzos desi
germinados-selenizados, un estudio en garbanzo kabuli reveld un aumento de 151.4 veces en
el contenido de selenio en el extracto proteico de harina germinada con 96 mg Se/L durante 48
horas en comparacion con el grupo control (Herndndez-Grijalva y col., 2022). Sugiriendo la
importancia de considerar factores especificos como la variedad y condiciones de tratamiento
al explorar el enriquecimiento de selenio en concentrados proteicos de garbanzos germinados.
En acuerdo con Kieliszek (2019), nuestros resultados indican que los alimentos ricos en
proteinas contienen niveles més altos de selenio. Debido a la unién de selenio a las proteinas

(Prasad y col., 2022).

3. Actividad de agua

La actividad de agua (aw), indica la disponibilidad de agua en un producto. En el
cuadro 4 se especifican los valores aw en harinas y concentrados de garbanzos con y sin
selenio. Los valores obtenidos (0.28-0.35) concuerdan con lo anteriormente descrito en harinas
(Xu y col., 2019b) y concentrados/aislados proteicos (Ramani y col., 2021) de garbanzo. La
variedad de garbanzo (p<0.0001), el contenido de selenio (p<0.0001) y el tratamiento
(p<0.0001) tuvieron un efecto significativo sobre los valores de aw. La variabilidad de
contenido de aw entre variedades y procesamientos en garbanzos influye en la calidad y

seguridad alimentaria.

4. pH
Los niveles de pH en harinas y concentrados de garbanzo germinado y germinado-

selenizado se presentan en el Cuadro 4. La variedad de garbanzo (p<0.0001), el contenido de
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Cuadro 4. Caracterizacion fisicoquimica de harinas y concentrados proteicos de variedades de garbanzo desi germinado o

selenizado.

aw pH AE
Negra Verde Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada 0.34+0.008%, 0.35+0.00%; 6.25+0.06%; 6.23+0.05%, 20.97+0.278;  25.92+0.62%;
Selenizada 0.31+0.00%, 0.31+0.00%, 6.30+£0.00%, 6.40+0.00%, 22.53+0.348, 25.99+0.614,
Concentrado Germinado 0.28+0.008; 0.35+0.00%,  3.98+0.05%, 4.25+0.06%; 69.22+0.27%, 58.31+0.198,
Selenizado  0.29+0.00; 0.29+0.00". 3.95+0.065, 4.28+0.05%; 63.67+0.11%, 55.32+0.808,
aw. Actividad de agua. AE. Diferencia de color. Los valores representan medias * desviacion estdndar. Medias con letras diferentes por
columna (minuscula subindice) indican diferencia significativa (p<0.05) por el tratamiento y medias con letras diferentes por renglén
(mayuscula superindice) indican diferencia significativa (p<0.05) por cultivo de garbanzo.
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selenio (p<0.0023) y el tratamiento (p<0.0001) tuvieron un efecto significativo sobre

los valores de pH.

En las harinas de garbanzo tuvieron un pH con rango de 6.25 a 6.40, indicando un
ambiente ligeramente alcalino o neutro. Estos resultados concuerdan con investigaciones
previas sobre harinas de garbanzo que reportaron valores de pH de 6.39-6.43 (Ettoumi y col.,
2015; Jagannadham y col., 2014; Maray, 2023). Tras la selenizacion, se observd un aumento

en el pH de las harinas de la variedad verde.

En contraste, los concentrados de proteina de garbanzo exhibieron niveles de pH mas
bajos, entre 3.95 y 4.28, evidenciando un ambiente mas acido. Estas diferencias se atribuyen al
punto isoeléctrico (pH 4 -5) de las proteinas vegetales (Singh y col., 2005). Donde a pH bajos,
se generan grandes cargas netas que incrementan las fuerzas repulsivas, conduciendo al
desarrollo de proteinas (Gao y col., 2010). Ademas, se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en los valores de pH entre las variedades de garbanzo de los concentrados de
proteina, siendo més altos en la variedad verde, posiblemente debido a las variaciones en la

composicion quimica de los granos.

5. Diferencia de color

La diferencia de color (AE) es una caracteristica deseable en productos alimenticios
para preservar su atractivo visual a través del tiempo. La variedad de garbanzo (p<0.0001), el
contenido de selenio (p<0.0001) y el tratamiento (p<0.0001) tuvieron un efecto significativo

sobre los valores de AE.

Los valores de AE en harinas germinadas fluctuaron entre 20.97 y 25.92.
Anteriormente, se ha reportado en germinados de garbanzo de la variedad negra y verde un AE

de 21.58 y 18.79 (Kumar y col., 2020a; Kumar y col., 2020b), respectivamente. Es relevante
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sefialar que este pardmetro se evalu6 utilizando una referencia de color blanco, lo que permite
comparar las diferencias como si se tratara de una harina de trigo refinada. En las harinas, se
encontrd que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre las harinas germinadas y
selenizadas de la variedad verde. Sin embargo, en las harinas de la variedad negra, se observo
un mayor AE en la harina selenizada que su contraparte germinada. Este hallazgo indica que la
selenizacion podria tener un efecto mé&s marcado en la tonalidad de la harina de garbanzo

negro en comparacion con la variedad verde.

En cuanto a los concentrados, los valores de AE variaron de 55 a 69, por lo que por el
proceso de concentracion de proteina (tratamiento) se obtiene un ingrediente mas oscuro que
una harina. Kaur y col. (2005) reportaron un AE de 64.18- 66.94 en cultivares de garbanzos
desi germinados. Se observé que la selenizacion podria estar contribuyendo a la reduccién de
AE en los concentrados. También es importante destacar que, en ambas harinas, tanto
germinadas como selenizadas, la variedad negra present6 un menor AE que la variedad verde.
Por el contrario, en los concentrados germinados y selenizados se observo un menor AE que la
variedad negra. Estas diferencias resaltan la influencia combinada de variedad de garbanzo y
el proceso de selenizacion en la apariencia final de las harinas y concentrados de proteina de
garbanzos germinados, lo cual puede tener implicaciones en su aceptacion sensorial y
aplicaciones alimentarias. Aunque otros autores han abordado las diferencias de color en
concentrados/aislados de proteina de garbanzo desi, las variaciones en nuestros resultados y
los de otros investigadores como Gao y col. (2010); Kaur y col. (2007); Paredes-Lopez y col.
(1991) pueden atribuirse a las diferencias en las variedades de garbanzo desi y los métodos de

extraccion empleados en cada estudio.
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B. Propiedades tecnofuncionales
Los resultados de las propiedades tecnofuncionales de las harinas y concentrados de

proteinas de garbanzo germinado- selenizado se encuentran detalladas en el cuadro 5.

1. Indice de solubilidad en agua
El indice de solubilidad de agua (ISA) es un indicador importante, puesto que refleja la
capacidad de un polvo para disolverse en agua (Vidovi¢ y col., 2014). La variedad de
garbanzo (p=0.0003), el contenido de selenio (p=0.0034) y el tratamiento (p<0.0001) tuvieron

un efecto significativo sobre los valores de ISA.

Las harinas presentaron valores de ISA de 204 a 26.2 los cuales fueron
significativamente mas elevados que los concentrados de proteina de ambas variedades. La
variacion de los valores puede deberse a las caracteristicas intrinsecas de la materia prima.
Previamente se ha documentado en harina de garbanzos germinados un ISA de 25.47% (Sofi y

col., 2020) y un 28.02% en harina de soya germinada (Sakare y col., 2020).

Los concentrados de proteina oscilaron entre 4.98 y 5.39%. Otros autores analizaron la
solubilidad en concentrados de proteinas de diversas legumbres a pH diferentes (1 al 12), se
observo que la solubilidad mas elevada se encuentra en el rango de pH 1y 3, asi como entre 7
y 12, para todos los concentrados. En contraste, la solubilidad fue notablemente baja en la
mayoria de los concentrados a pH 4, 5y 6, variando entre un 2 a 30% (Boye y col., 2010g;
Sofi y col., 2021; Xu y col., 2021). Estos hallazgos concuerdan con la presente investigacion.
La solubilidad de las proteinas esta condicionada por la composicion de las fracciones
proteicas y la desnaturalizacion de proteinas en los aislados. Una elevada solubilidad sugiere
la presencia de proteinas en su estado nativo, y una minima desnaturalizacion (Ghribi y col.,

2015).
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Cuadro 5. Propiedades tecnofuncionales de harinas y concentrados proteicos de variedades de garbanzo desi germinado-

selenizado.
ISA (%) IAA (g/9) IAAC (9/9)
Negra Verde Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada 20.40+0.00e, 25.00+0.85~, 3.91+0.35~, 3.61+0.33~, 1.61+0.07~  1.62+0.07~
Selenizada 23.60£1.13~ 26.20+0.85~, 3.30+0.03~, 2.48+0.074, 1.68+0.10~  1.62+0.14~
Concentrado Germinado 5.19£0.01~ 4.9920.30~, 2.13£0.054, 2.321£0.174, 1.69+0.11~ 1.71£0.17~
Selenizado 4.98+0.28, 5.3940.27», 2.2740.074, 2.07+0.10n, 1.72+0.15~,  1.51+0.13~

ISA. Indice de solubilidad de agua. IAA. indice de absorcion de agua. IAAc. indice de absorcion de aceite. Los valores
representan medias * desviacion estandar. Medias con letras diferentes por columna (minUscula subindice) indican diferencia
significativa (p<0.05) por el tratamiento y medias con letras diferentes por rengldon (mayuscula superindice) indican diferencia
significativa (p<0.05) por cultivo de garbanzo.
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2. Indice de absorcion de agua y aceite

El indice de Absorcion de Agua (IAA) refleja la capacidad de absorcién de agua
durante procesos de hidratacion (Cuadro 5). Esté vinculado a la hidrofilicidad y su capacidad
para formar geles de macromoléculas como almidén y proteinas (Du y col., 2014). El
contenido de selenio (p=0.0069) y el tratamiento (p<0.0001) tuvieron un efecto significativo
sobre los valores de ISA mientras que la variedad de garbanzo no mostré6 un efecto
significativo sobre este parametro. Los valores de IAA en las harinas oscilaron entre 2.5y 3.9
g/g, lo cual concuerda con investigaciones previas que reportaron valores entre 0.76 a 3.75 g/g
en harinas de garbanzos germinados (Desalegn, 2015; Kumar y col., 2020a; Kumar y col.,
2020b; Ouazib y col., 2015; Sofi y col., 2020). Los concentrados de proteina presentaron
valores alrededor de 2 g/g, otros investigadores reportan en concentrados/aislados de proteina

con un contenido de 1.89 g/g, (Mesfin y col., 2021) y 4.82 g/g (Sofi y col., 2021).

El indice de absorcién de aceite (IAAc) mide la capacidad del ingrediente para
absorber o retener grasas o aceite al unirse a cadenas laterales no polares de almidén o
proteinas (Sathe y col., 1982). Los resultados de harinas y concentrados no tuvieron
diferencias significativas (p<0.005) en ninguna de las variables evaluadas. Las harinas
fluctuaron entre 1.61 y1.68 g/g, concordando con otros autores que han reportado valores entre
0.82 y 3.86 g/g en harinas de garbanzos germinados (Desalegn, 2015; Kumar y col., 2020a;
Kumar y col., 2020b; Ouazib y col., 2015; Sofi y col., 2020). Por otra parte, se obtuvieron
valores de 1.51 a 1.72 en concentrados de proteinas de garbanzos germinados. En estudios
previos, se ha reportado un IAAc de 1.72 g/g (Mesfin y col., 2021) y 5.58 g/g (Sofi y col.,

2021) en concentrados/aislados de garbanzos germinados.
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Objetivo 2
C. Evaluacién nutraceutica

1. Perfil de proteinas

En la Figura 1, se muestra el perfil de proteina de las harinas y concentrados proteicos
de garbanzo desi germinado y selenizado. Se observaron perfiles muy similares entre las
muestras. En las harinas (Figura 1a y b) se observaron bandas de proteinas con tamafios que
variaron entre 4.6 y 100 kDa. En cuanto a los concentrados (Figura 1c y d), se detectaron
bandas entre 10 y 75 kDa, ademéas de una mayor intensidad en las bandas de bajo peso
molecular. Las proteinas identificadas en las harinas y concentrados proteicos de garbanzo
desi germinado y selenizado, fueron la lipoxigenasa (92-93 kDa), convicilina (68-72 kDa),
glutelina (55 kDa), subunidades de vicilina (48-50, 34-37, 30, 28-25 kDa), subunidades de
legumina (40-44 y 20 kDa) y subunidades de lectina (<20 kDa). Los resultados coinciden con
los descritos en la literatura por (Chang y col., 2012; Milan-Noris y col., 2018; Serrano-
Sandoval y col., 2019; Sofi y col., 2023). En una investigacion realizada por Serrano-Sandoval
y col. (2019) demuestra que el Se retarda la protedlisis durante la germinacion de garbanzo
(30-37 kDa), lo que indica un efecto inhibitorio en la activacion de enzimas proteoliticas. Sin

embargo, no se observé en nuestras muestras.

En la mayoria de los casos, la variedad verde presenta mayor intensidad de las bandas,
excepto en el caso especifico de HC en la figura la. Esta variacion en la intensidad de las
bandas entre las bandas sugiere que cada una responde de manera distinta durante la
germinacion, lo cual podria deberse a la composicion quimica o estructural diferente en sus
proteinas, lo que podria influir en la interaccion con el selenio. La disminucion de la
intensidad de las bandas de mayor peso molecular y el aumento de las bandas de menor peso

molecular podrian indicar cambios en la estructura de las proteinas debido a la germinacion-
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Figura 1. Perfil de proteinas de harinas (H) (a,c) y concentrados (C) (b,d) de garbanzos germinados desi control (C) y selenizados
(Se) (50mg Na.SeO./L agua de remojo), durante 48 h a nivel industrial. STD-1, estandar de peso molecular (250-10 kDa). Y STD-2,
estandar de bajo peso molecular (42-1.7 kDa). DS, Digerido soluble. DI, Digerido Insoluble. 10kDa, Fraccion peptidica insoluble
<10kDa. HGSe, Harina germinada-selenizada. CGSe, Concentrado germinado-Selenizado. HGC, Harina germinada control. CGC,
Concentrado germinado control. (a) Lipoxigenasa, (b) Convicilina, (¢) Glutelina, (d) Sub. Legumina (e) Sub. Vicilina y (f) Sub.

Lectina.
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selenizacion. Estos cambios podrian estar relacionados con la formacion de complejos

proteicos de menor tamafio o fragmentacion de proteinas més grandes.

La simulacion de digestion gastrointestinal (SDG) tuvo un fuerte impacto en la
intensidad de las bandas, indicando que la mayoria de las proteinas se hidrolizaron,
demostrando la eficacia de escisién enzimatica en las proteinas de garbanzo desi germinado y
selenizado en péptidos. En las harinas se encontraron péptidos de peso molecular entre 6-25
kDa (Figura 1a y c). Mientras que en los digeridos insolubles de los concentrados proteicos se
observaron péptidos menores a 4.6 kDa (Figura 1b y d). En otro estudio se ha observado que
la SDG en lentejas germinadas afecta la intensidad de las bandas (Di Stefano y col., 2019). En
un estudio realizado por Milan-Noris y col. (2018), reportaron polipéptidos de entre 3.5y 10
kDa en digeridos insolubles de concentrados de garbanzos desi germinados, los cuales fueron
filtrados por membrana <10 kDa. De igual manera, Boye y col. (2010b) detectaron péptidos

con pesos moleculares de 4, 6, 15y 20 en digeridos de proteina de lenteja.

Todas las bandas de las muestras de fracciones peptidicas insolubles 10kDa no fueron
visibles, lo que indica que las proteinas presentes en las muestras son de peso molecular méas
bajo que el limite de deteccidn, por la degradacion a fragmentos pequefios durante el proceso
de digestion o filtracion, por lo tanto, no se retuvieron o bien fueron degradadas. La SDG de
proteinas de legumbres germinadas resulta en el aumento de oligopéptidos con un peso

molecular inferior a 10 kDa (Gonzéalez-Montoya y col., 2018).

2. Contenido de fendlicos totales
El contenido de fenodlicos totales (CFT) en harinas y concentrados de garbanzo
germinado con Yy sin selenito de sodio se observa en el Cuadro 6. Las harinas presentaron

valores de 1.14 a 1.51 mgGAE/qg, similar a lo previamente (0.24-3.1 mgGAE/qg) reportado en
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Cuadro 6. Contenido de fendlicos totales (MgGAE/g) en harinas y concentrados proteicos de variedades de garbanzo desi

germinado-selenizado.

Sin digerir Digerido soluble Digerido insoluble 1B (%) IR (%)
Negra Verde Negra Verde Negra Verde Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada  1.51+0.02+,  1.29+0.01= 5.88+0.12, 5.62+0.18~, 3.05+0.04+,  3.04+0.05~ 65.84+0.75%,  64.94+0.99~, 592.51+13.65,  670.97+12.20~
Selenizada  1.37+0.06%.  1.14+0.02: 6.05+£0.17+,  5.98+0.18-, 2.88+0.01%, 4.78+0.13, 67.72+0.67+,  55.58+0.44, 653.34+38.90°,  943.57+39.32+,
Concentrado  Germinado  1.89+0.02:,  2.14+0.03~, 5.61+0.03%,  6.02+0.13~, 5.82+0.16%, 5.83+0.01, 47.68+1.02»,  49.77+1.06% 621.68+17.75+, 564.19+12.48,
Selenizado  1.18+0.02:, 1.37+0.02, 5.35+0.10~  5.33+0.09~ 6.16+0.23»,  6.08+0.15, 47.90+0.21%,  47.75%0.45~ 944.61+36.47~  812.91+14.56¢,

IB. Indice de bioaccesibilidad. IR. Indice de recuperacion. GAE. Equivalentes de acido galico. Los valores representan las
medias + la desviacion estandar. Medias con letras diferentes por columna (minudscula subindice) indican diferencia significativa
(p<0.05) por el tratamiento y medias con letras diferentes por renglén (mayuscula superindice) indican diferencia significativa
(p<0.05) por cultivo de garbanzo.
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germinados de garbanzo (Dominguez-Arispuro y col., 2018; Milan-Noris y col., 2018; Sofi y
col., 2023; Wu y col., 2012). Los concentrados sin digerir presentaron un CFT que varié de
1.18 a 2.14 mg/g valores mas altos de CFT se han reportado en concentrados de garbanzo desi
(Milan-Noris y col., 2018). Salvo en la muestra de la variedad verde selenizada, el proceso de
concentracion de proteina increment6 el CFT en los concentrados proteicos al compararlos
con la harina de la que se purificd (tratamiento p<0.0001). Por otra parte, se encontraron
diferencias significativas (p<0.0001) por el contenido de selenio. Se observé que el CFT fue
menor en los garbanzos germinados- selenizados (sin digerir), esta tendencia coincide con
Salazar-Montoya y col. (2023). La variedad de garbanzo no tuvo efecto significativo en CFT

en las muestras sin digerir.

La SDG liber6 compuestos fendlicos ligados a macromoléculas potenciando su
bioaccesibilidad (Acosta-Estrada y col., 2014; Rocchetti y col., 2022). En los digeridos
solubles de harinas y concentrados el CFT vari6 de 5.33 a 6.05 mgGAE/g. Di Stefano y col.
(2019) reportaron un CFT de 5.43 mgGAE/g en digerido de garbanzo germinado (3 dias). En
cuanto a los digeridos insolubles de las harinas se encontraron valores de 2.8 a 4.7 mgGAE/g.
Mientras que en los digeridos insolubles de los concentrados se registraron valores de 5.82 a
6.16 mg/g. Milan-Noris y col. (2018) reportaron valores mas altos (9.9 mgGAE/g) de CFT en

digerido insoluble en concentrado de garbanzo desi germinado.

El indice de bioaccesibilidad (IB) refleja la fraccion potencial para ser absorbida, en las
harinas oscilé de 55.58 a 67.72 %. mientras que los valores que de los concentrados fueron
menores (47-49%), indicando que el proceso de concentracion de proteinas hace menos
biaccesibles los CFT. Otros autores han reportado valores més altos de bioaccesibilidad

(87.1%) de CFT en garbanzo germinado (Hithamani y col., 2014). Sin embargo, en nuestras
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muestras de garbanzo se observa que tienen un potencial efecto prebi6tico, como se ha
reportado previamente para esta leguminosa, y potencial reduccion de riesgo del desarrollo de

cancer de colon (Aravind y col., 2021; Kang y col., 2023).

El indice de recuperacion (IR) de CFT vari6 entre 592 y 943 %. Este indice representa
al porcentaje de CFT liberado durante la SDG en comparacion a la muestra sin digerir. La
liberacion de los compuestos polifendlicos de la matriz alimentaria durante la digestion se
debe a la descomposicion de enlaces en un medio &cido, permitiendo su absorcion intestinal
gracias a enzimas digestivas y el pH del ambiente (Luzardo-Ocampo y col., 2017). Las
muestras no mostraron un patrén de comportamiento, los valores de IR en las muestras
selenizadas fue mayor que sus contrapartes sin selenio, salvo en la harina de garbanzo

germinado variedad negra.

3. Cuantificacion de isoflavonas

El cuadro 7 presenta el contenido de formononetina y biocanina-A en harinas y
concentrados proteicos de garbanzo desi germinado y selenizado. La germinacion modifica la
concentracion y el perfil de isoflavonas en diferentes variedades de garbanzo desi (Milan
Noris, 2017), destacando biocanina-A y formononetina como las isoflavonas predominantes
(de Camargo y col., 2019; Zhang y col., 2012). Por otra parte, Raza y col. (2020) recomiendan
incorporar selenio (25-50 mg/L) durante germinacion industrial de garbanzo kabuli para

potenciar el contenido de isoflavonas.

En las muestras sin digerir, la variedad de garbanzo (p<0.0001), el contenido de
selenio (p<0.0001) y el tratamiento (p<0.0001) tuvieron un efecto significativo sobre el
contenido de formononetina y biocanina-A. En harinas de garbanzo sin digerir, el contenido

de formononetina vario entre 25.3-197.7 pg/g, siendo mayor en la variedad negray las
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Cuadro 7. Cuantificacion de isoflavonas (ug/g) de harinas y concentrados proteicos de variedades de garbanzo desi germinado

o selenizado.

Formononetina

(H9/g)
Harina

Concentrado

Biocanina-A (pg/g)

Harina

Concentrado

Total (ug/g)
Harina

Concentrado

Germinada
Selenizada
Germinado
Selenizado

Germinada
Selenizada
Germinado
Selenizado

Germinada
Selenizada
Germinado
Selenizado

Sin digerir Digerido soluble Digerido insoluble IB (%) IR (%)

Negra Verde Negra Verde Negra Verde Negra Verde Negra Verde
197.7+3.74, 84.9+1.48; 294.846.9%,  247.8+4.08, 5.2+0.3% 5.90£0.74; 98.3+0.1%, 97.7#0.3", 152.7+0.9%,  300.0+0.2%,
74.2+6.2A, 25.3+0.48, 93.8+1.55 119.4+1.5%, 1.3+0.18; 2.5+0.14, 98.7+0.1%, 98.0+0.1%, 129.0+12.6%, 483.315.6%,
619.4451.94, 605.0+54.5%, 272.9+4.58, 311.1+#10.94, 1912.1+126.8%, 1707.5+88.5%, 12.6+0.5". 15.5+1.1%, 355.1#51.1%, 334.8+17.2%
259.1+ 14.1%,  229.5+15.64, 174.4%2 47, 121.4+1.18; 996.2+74.74, 801.5+23.74, 14.9+0.9%, 13.2+0.5%, 451.7+4.3%, 402.8+17.6%,
263.8+19.44, 142.1+9.95, 4135+7.6",  408.5+7.3%  6.3x0.5% 3.9+0.65; 98.5+0.18, 99.1+0.1%, 160.4+14.65, 292.5+26.6",
76.7£7.5%; 37.5+2.58; 132.643.05,  142+1.9% 1.740.24, 0.8+0.05, 98.8+0.1%, 99.5+0.0%, 176.5+19.7%; 381.7+26.5%,
876.7443.3%,  956.3191.4%, 451.3+35.4%, 497.2£18.0%, 1818.6+132.9%, 885.0+49.6%, 12.5+1.85, 24.1+1.6%, 4235+1.3%,  218.0+13.25%;
296.0£28.8%,  239.4+16.0%, 200.0+2.7%  164.2+0.8%;  1253.3+49.6%,  1155.1+37.0%,  8.2+0.6%,  7.4+0.2",  823.8+4.2%,  931.1+34.2%,
461.5+15.74 227.1+8.58, 708.3+14.5%, 656.3+11.3%, 11.5+0.74 9.8+0.18; 98.4+0.1%, 98.5+0.1%, 156.9+8.55; 295.0+16.74;
150.9+13.74, 62.8+2.08, 226.4+4.55; 261.5+3.5%, 2.9+0.34, 3.240.14, 98.7+0.1%, 98.8+0.0%, 153.1+16.05, 422.3+15.6%,
1496.2+95.28, 1561.4+145.8", 724.2+39.7%, 808.3+28.9%, 3730.86.1%, 2592.6+138.14, 12.5+1.0%, 19.9+1.44, 395.0+20.9%, 263.3+14.95
551.1+3.6%, 468.9+42.9%, 374.4+4.7%,  285.7+0.78,  22495+197.8%, 1956.6+60.8%,  10.4+0.8%, 9.1+0.3%,  650.0+3.7%,  672.5+26.2%,

IB. indice de bioaccesibilidad. IR. indice de recuperacion. Los valores representan las medias + la desviacion estandar. Medias
con letras diferentes por columna (mindscula subindice) indican diferencia significativa (p<0.05) por el tratamiento y medias con letras
diferentes por renglon (mayuscula superindice) indican diferencia significativa (p<0.05) por cultivo de garbanzo.
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muestras sin selenizar. En concentrados proteicos, el contenido de formononetina (229 a 619
Mg/g) incremento por el procesamiento al compararse con las harinas de las cuales se
concentraron, resultados similares han sido previamente reportados (Megias y col., 2016;
Milan-Noris y col., 2018). Tanto en las harinas y concentrados selenizados el contenido de
formononetina fue menor que sus contrapartes sin selenizar. El contenido de biocanina-A en
las harinas y concentrados fue de 239.4 a 956.3 pg/g, con un comportamiento similar al de la
formononetina. Resaltando el efecto reductor de la selenizacion sobre el contenido de las
isoflavonas en las variedades desi, coincidiendo con lo reportado por Zhang y col. (2012), se
observo una disminucion de un tercio de formononetina y biocanina-A en garbanzos desi
germinados-selenizados (50 mg/L)-A. A pesar del efecto de la selenizacién, las muestras
germinadas resultan una fuente rica de isoflavonas como hemos reportado previamente para la
variedad negra y verde en su germinacion a nivel laboratorio (Dominguez-Arispuro y col.,

2021; Milan-Noris y col., 2018).

Resulta interesante el efecto del genotipo del garbanzo donde observamos que en las
harinas germinadas y selenizadas el contenido de formononetina y biocanina-A fue mayor en
la variedad negra, contrastando con lo previamente reportado en el grano sin procesar de
ambos genotipos donde la variedad verde presenta un mayor contenido de biocanina-A

(Milan-Noris y col., 2023; Quintero-Soto y col., 2018).

En los digeridos solubles de harinas y concentrados el contenido de formononetina,
biocanina y total vario de 93 a 311 mg/g, 132 a 497 mg/g y 226 a 808 mg/g, respectivamente.
Mientras que en los digeridos insolubles el contenido de formononetina, biocanina-A y total
vario 1.3 a 1912 mg/g, 0.8 a 1818 mg/g y 2.9 a 3730 mg/g, correspondientemente. Salvo el

contenido de biocanina-A en los digeridos insolubles de la variedad verde, el contenido de las

70



isoflavonas fue menor en muestras selenizadas. El contenido de formononetina y biocanina-A
en digeridos insolubles fue inferior al del concentrado de garbanzo desi verde digerido
estudiado por Milan-Noris y col. (2018), posiblemente debido a las variaciones en la SDG y el

contenido de proteina extraida.

Los efectos benéficos de los polifenoles al ser ingeridos no solo estan determinados por
su presencia, concentracion y perfil quimico en los alimentos, sino también por su capacidad
para ser eficientemente absorbidos en el tracto gastrointestinal (da Silva y col., 2024). En las
harinas el indice de bioaccesibilidad (IB) de formononetina, biocanina-A y total vari6 de 97.7
a 98.7 %, 98.5 a2 99.5 % y 98.4 a 98.8%, respectivamente. Mientras que en los concentrados
proteicos los valores de IB variaron de 7.4 a 19.9 %. Kim y col. (2022) mencionan que lo
importante que es tener en consideracion la matriz alimentaria en la que se hacen los analisis
de bioaccesibilidad durante una SDG ya que esta suele ser muy diferente si se hace estudios
solo con estandares puros. Por otra parte, Qi y col. (2023) reportaron valores de IB para
formononetina (estandar puro) de 1.21%. La pobre bioaccesibilidad en concentrados sugiere
que las interacciones entre polifenoles y proteinas pueden afectar la bioaccesibilidad de los
concentrados de proteinas. Estudios previos han demostrado que estas interacciones pueden
influir en la absorcion y disponibilidad de nutrientes en el cuerpo humano (Jakobek, 2015; Le

Bourvellec y col., 2012).

El IR de harinas y concentrados, el contenido de formononetina, biocanina y total vario
de 129 a 483 %, 160 a 931 % y 289 a 1333 %, respectivamente. A pesar que las muestras no
mostraron un patréon de comportamiento, al igual que los valores de IR en CFT, los valores de
IR en las muestras selenizadas fue mayor que sus contrapartes sin selenio, salvo en la harina

de garbanzo germinado variedad negra.

71



4. Proteina soluble

El Cuadro 8 presenta los resultados de proteina soluble (PS) en harinas y concentrados
de proteinas de garbanzos desi germinado y selenizado de variedades negra y verde. La
variedad de garbanzo (p<0.0001), el contenido de selenio (p<0.0001) y el tratamiento
(p<0.0001) tuvieron un efecto significativo sobre los valores de PS. La PS en las harinas sin
digerir varié entre 101-109 mg/g, la selenizacion no tuvo efecto en el contenido de PS en
ninguna de las variedades. La harina germinada de variedad negra presenté mayor contenido
de PS que la variedad verde. En trabajos previos se observaron contenidos de PS mayores
(150-268 mg/g) en garbanzo desi germinado a nivel laboratorio por 5 dias en condiciones
similares (Mascarefio-Montoya y col., 2024; Milan-Noris y col., 2018). En los concentrados
sin digerir se observé un mayor contenido de PS que las harinas (132-166 mg/g). Donde las
muestras selenizadas tuvieron mayor contenido de PS que sus contrapartes sin selenizar y la
variedad verde presenta un mayor contenido de PS. En trabajos previos observamos un mayor
contenido de PS (217 a 329 mg/g) en concentrados de garbanzo desi germinado a nivel
laboratorio, aumentando dependiente a la dosis de Se (0, 2 y 4 mg Se/100g) (Salazar-Montoya

y col., 2023).

La SDG aument6 la PS en las muestras, lo cual puede estar relacionado a la formacién
de pequefios péptidos (Sandoval-Sicairos y col., 2021). Los valores de PS en los digeridos
solubles de las harinas vario entre 227 y 258 mg/g. Mientras que los digeridos solubles de los
concentrados vario entre 267 a 412 mg/g siendo significativamente mayor en las muestras
selenizadas. Un comportamiento similar se observo en los digeridos insolubles de harinas y
concentrados, observandose un mayor contenido en los digeridos insolubles de los

concentrados (438-789 mg/g).
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Cuadro 8. Contenido de proteina soluble (mg/g) en harinas y concentrados proteicos de variedades de garbanzo desi

germinado o selenizado.

Sin digerir Digerido soluble Digerido insoluble IB (%) IR (%)
Negra  Verde Negra Verde Negra  Verde Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada  108+6". 101428 230488,  258+13%, 213+14%; 180458, 52+1B, 59+24, 3954244, 424+10%,

Selenizada  108+74.  109+5%.  227+6% 232437, 252437, 210438,  47+1B,, 52+14, 418+47. 391428
Concentrado  Germinado 132428,  158+3%, 36774, 267488,  438+22B8, 526+25", 46117, 34405 608+17%, 498+298,

Selenizado 154 +58, 16648", 397 £15", 412+5%,  756+67%, 789+26", 34+3". 34+1A 731+28%, 693+10%,
IB. indice de bioaccesibilidad. IR. indice de recuperacion. Los valores representan las medias + la desviacion estandar. Medias con
letras diferentes por columna (minuscula subindice) indican diferencia significativa (p<0.05) por el tratamiento y medias con letras
diferentes por renglon (mayuscula superindice) indican diferencia significativa (p<0.05) por cultivo de garbanzo.
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El IB en harinas fue de 47 a 59%, y concentrados de 34% a 46%, se observé que en
casi todas las muestras la selenizacién disminuye la bioaccesibilidad de la PS. Por otro lado,
los valores de IR variaron de 391 a 731 % siendo mayor en los concentrados y en algunas

muestras fue mayor la recuperacién en la variedad negra.

5. Proteina soluble y péptidos de fracciones peptidicas (10 kDa) insolubles

En Cuadro 9 se muestra el contenido de proteina soluble y péptidos de fracciones
peptidicas (<10 kDa) de los digeridos insolubles de harinas y concentrados proteicos de
garbanzo desi verde y negro germinado y selenizado. El contenido de PS de las harinas vari¢
entre 113.6 y 203.2 mg/g, la selenizacion solo resulté en un aumento significativo en la harina
de la variedad verde. El contenido de los concentrados oscil6 entre 160.6 y 238.9 mg/g. Los
resultados sugieren que el proceso de selenizacion ha tenido un efecto significativo. En
particular, se observa una disminucion en el contenido de PS en el concentrado selenizado de
la variedad negra. Mientras que en la variedad verde se observa un aumento debido a la
selenizacion. No hubo diferencias entre variedades del concentrado germinado, sin embargo,
en el concentrado selenizado se observa que la variedad verde presenté mayor contenido de
PS. La selenizacion afecta de manera diferencial el contenido de proteina soluble en las
muestras analizadas. En trabajos previos se reportd un contenido de PS de aproximadamente
565 mg/g para digeridos insolubles de garbanzo germinado desi (<10 kDa) con actividad
antiinflamatoria (Milan-Noris y col., 2018). También se ha reportado el potencial de proteinas
y péptidos de garbanzo en la modulacion de microbiota relacionado a su actividad

antioxidante (Kang y col., 2023).

El contenido de péptidos de la fraccion insoluble (<10 kDa) de las harinas oscilaron

entre 136.7 y 196.2 mg/g. La selenizacion unicamente disminuyd el contenido de péptidos de
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Cuadro 9. Contenido de proteina soluble y péptidos de fracciones peptidicas (10kDa)
de los digeridos insolubles de harinas y concentrados proteicos de variedades de garbanzo desi

germinado o selenizado.

Proteina soluble (mg/g) Péptidos (mg/g)
Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada 127.9+49.0n.  130.9+1.5+ 192.2+17.8~ 220.2+7.3

Selenizada 113.6+10.4s, 203.2+2.5+, 196.2+10.9~, 136.7+12.1s,
Concentrado Germinado 194.9+10.2+~, 197.2+6.8» 228.7+22.7», 212.2+17.8~
Selenizado 160.6%6.6s, 238.9+3.1~, 202.9+15.9:, 413.6+37.54,

Los valores representan las medias + desviacion estandar. Medias con letras diferentes por
columna (mindscula subindice) indican diferencia significativa (p<0.05) por el tratamiento y
medias con letras diferentes por renglon (mayuUscula superindice) indican diferencia
significativa (p<0.05) por cultivo de garbanzo.
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la harina verde. Entre las variedades se observd que en las harinas selenizadas la variedad
negra presentd mayor contenido. En los concentrados el contenido de péptidos insolubles
presentes varié entre 212.2 y 413.6 mg/g. La selenizacion del concentrado de la variedad
verde aumentd el contenido de péptidos insolubles de manera significativa. Tras la
selenizacion se observo diferencia de contenido entre las variedades, siendo el concentrado de
proteinas de la variedad verde la de mayor contenido. Wang y col. (2022) sefialaron que las
diferencias genotipicas son la principal fuente de variacién en los metabolitos. Destacando que
las variedades tienen diferentes sensibilidades al tratamiento, al identificar que las dos
variedades de frijol enriquecidas con selenio tenian rutas metabdlicas distintas, lo que indica

una respuesta especifica de cada variedad al tratamiento con selenio.

Péptidos cortos y residuos de aminoacidos pudieran atravesar la barrera intestinal con
mayor facilidad (Zhang y col., 2019). Se han reportado péptidos con tamafio menor a <10 kDa
con potencial antioxidante (Yili y col., 2012). Los péptidos insolubles derivados de la
germinacién-selenizacion de garbanzo desi del presente estudio, pueden tener efectos
beneficiosos en la salud intestinal al proporcionar actividad antioxidante, antiinflamatoria y
promover la salud del microbiota como se ha reportado previamente (Kang y col., 2023;

Milan-Noris y col., 2018).
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Objetivo3y 4
6. Permeabilidad Caco-2

La comprensién de la biodisponibilidad de complementos alimenticios es crucial para
entender su actividad bioldgica. EI modelo de monocapa Caco-2 se emplea para predecir la
permeabilidad intestinal de compuestos bioactivos debido a su similitud con el intestino
delgado (Fang y col., 2017a). Aunque se ha estudiado la permeabilidad en Caco-2 de las
isoflavonas, se requieren mas investigaciones debido a la variabilidad de productos (Almeida
y col., 2015; Kim y col., 2022). Las isoflavonas glucosidicas deben ser hidrolizadas a su forma
aglicona antes de ser absorbidas por difusion pasiva en el intestino (Gomez-Zorita y col.,
2020). Fang y col. (2017a) resaltaron que la concentracién de agliconas de isoflavonas
presentes en las células no estd relacionada con su capacidad de penetrar en ellas. Este

hallazgo subraya la complejidad de los mecanismos de absorcidn de estos compuestos.

De acuerdo al modelo evaluado se simula la permeabilidad (Caco-2) de las isoflavonas
(formononetina y biocanina-A) en los tiempos 0 y 120 min. En la Figura 3 (a-d) se observan
los porcentajes de permeabilidad de las isoflavonas de los digeridos solubles de harinas y
concentrados de garbanzo desi negro y verde germinado-selenizado. La formononetina en las
harinas (Figura 3a) tiene una permeabilidad de 71.7 a 79.9%, mientras que en los concentrados
(Figura 3c) varié de 75.8% a 91.3%. Salvo en harina de garbanzo verde, las muestras con
selenio presentaron porcentajes menores de permeabilidad en esta isoflavona. La
permeabilidad de biocanina-A para harinas varié de 69.7% a 85.4% (Figura 3b) y para
concentrados de 76.1% a 93.4% (Figura 3d). La permeacién de biocanina-A en las muestras
selenizadas mostr6 una disminucion en su capacidad para atravesar la barrera intestinal
(modelo Caco-2) durante la simulacién de absorcion. Jia 'y col. (2004) en el modelo caco-2, las

isoflavonas formononetina
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Figura 2. Permeabilidad de formononetina y biocanina-A (%) en harinas y
concentrados proteicos de garbanzo germinado tipo desi verde y negro con y sin selenio.
Permeaciones de formononetina y biocanina-A en harinas (a y b) y en concentrados (c y d).
VC. Garbanzo verde germinado control. VSe. Garbanzo verde germinado-selenizado. NC.
Garbanzo negro germinado control. NSe. Garbanzo negro germinado-selenizado. Diferencias
significativas se indican mediante letras distintas (p>0.05).
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y biocanina-A se absorbieron rapidamente, se conjugaron eficientemente y se excretan tanto
apical como basolateralmente. Se excretan mas conjugados de formononetina cuando se
usaron solas, pero mas conjugados de biocanina-A cuando se us6 en mezcla de isoflavonas. La
eficiencia de acoplamiento enzima-transportador determina la cantidad de metabolitos
excretados y la contribucidn del reciclaje entérico y enterohepatico en la disposicion in vivo de
isoflavonas. Luo y col. (2018) encontraron que la formononetina se absorbe mejor en el
intestino grueso que en el delgado, similar a la biocanina-A (Jia y col., 2004) indicando
especificamente donde se encuentran sus actividades biol6gicas. Otro estudio en Caco-2
realizado por Almeida y col., (2015) en suplemento de trébol rojo, revela que la permeabilidad

formononetina (27.8%) y biocanina-A (27.9%) fue similar.

La permeabilidad tanto de formononetina y biocanina-A fue afectada en las muestras
selenizadas. Lo cual se le puede atribuir a la interaccion quimica entre SeO.que puede impedir
la difusion de SeOz> y grupos tiol unidos a proteinas en la membrana celular a través de la
monocapa (Leblondel y col., 2001). Una investigacion realizada por Wang y col. (2012)
reportan una menor eficiencia de transporte en selenito de sodio en comparacion con otras
formas de selenio. La absorcion de selenio oscila entre el 50 al 90% vy esta tasa se ve afectada
por componentes de la dieta, en los que se adhiere fuertemente (Kazi Tani y col., 2020). Lo
que podria influir en la disponibilidad de otros compuestos como la formononetina y

biocanina-A.
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7. Actividad antioxidante y antiinflamatoria celular de digeridos solubles y
permeados

Los garbanzos germinados-selenizados tiene beneficios a salud atribuidos a fendlicos,
isoflavonas y péptidos debido a su capacidad de combatir el estrés oxidativo y la inflamacion
intestinal (Guardado-Félix y col., 2017; Legg y col., 2008; Milan-Noris y col., 2018; Newton y
col., 2023; Serrano-Sandoval y col.,, 2019; Zhang y col., 2012). Anteriormente se ha
demostrado actividades antioxidantes y antiinflamatorias en péptidos de soja enriquecidos con
selenio (Chen y col., 2023b). Es por ello que el presente estudio presenta la actividad
antioxidante celular (Isaacson y col.) en Caco-2 y actividad antiinflamatoria (AAI) (Kazi Tani
y col., 2020) en RAW 264.7 de harinas y concentrados proteicos de garbanzo desi verde y
negro germinado con Yy sin selenito de sodio de digeridos solubles antes y después de permear

el modelo de membrana celular (Cuadro 10).

La AAC en los digeridos solubles de harinas y concentrados fue de 89 a 93 % y 85 a
93%, respectivamente, donde se observé un efecto de la variedad (p=0.0165) y el tratamiento
(p<0.0001) sobre este parametro. Newton y col. (2023) analizaron la AAC de digeridos de
garbanzos-germinados a una concentracion de 50 pg/mL en células intestinales HT29 durante
un periodo de 60 min, logrando una actividad de 35.2%, atribuyendo el resultado a la
combinacion de germinacion y digestion que liberan compuestos fendlicos y péptidos
responsables de esta actividad. La actividad remanente de los digeridos permeados de las
harinas fue de 62.31 a 86.63%, siendo mayor en las muestras selenizadas. En los concentrados
proteicos, la actividad remanente del digerido permeado varié de 72.99 a 99.69%, siendo

menor en los concentrados selenizados.
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Cuadro 10. Actividad antioxidante celular (%) y actividad antiinflamatoria (%) de los digeridos solubles y permeados (caco-2)

de harinas y concentrados proteicos de variedades de garbanzo desi germinado o selenizado.

Actividad antioxidante celular (%o)-

Digerido soluble Digerido soluble permeado Actividad remanente (%)
Negra Verde Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada 93.60+1.38~ 89.75+1.21:, 58.30%4.544, 71.14+7.67~, 62.31£5.29. 79.20£7.654,

Selenizada 93.13+0.32», 93.35+1.21s, 75.05+7.554, 80.77+6.11~, 80.57+7.83+. 86.63+8.23~,
Concentrado Germinado 85.16+3.27:, 91.54+2.04~, 84.34+3.51~, 82.65+1.17~ 99.13+5.66~ 90.30+1.49~,
Selenizado 86.26+1.60s, 91.24+1.08~ 78.32+9.05+, 66.62+3.65+ 90.69+8.85~, 72.99+3.21s,

Actividad antiinflamatoria (%)

Digerido soluble Digerido soluble permeado Actividad remanente (%)
Negra Verde Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada 87.65+0.88,, 74.10+1.05:, 55.30+2.26~,  55.86+1.97s, 67.42+3.25s, 75.37+1.74x,

Selenizada 86.49+1.24~, 75.83+1.40:, 60.66%2.924, 65.67+2.09~, 69.83+2.43:, 86.64+3.88~,
Concentrado Germinado 74.87+2.60~, 76.76%+1.13~, 57.75+3.564, 59.5743.38~, 77.21+5.53~, 77.60%4.07~,
Selenizado 69.86+2.22:, 76.92+1.72+, 52.63%+2.174, 43.7345.364, 75.39+2.69~, 56.79+6.14=,

«Caco-2 (dosis de muestra: [50 pg/mL]) *RAW 264.7 (dosis: 50 pg/mL muestra; 1pug/mL de lipopolisacarido). Los valores
representan las medias + desviacion estandar. Medias con letras diferentes por columna (minuscula subindice) indican diferencia
significativa (p<0.05) por el tratamiento y medias con letras diferentes por renglén (mayuscula superindice) indican diferencia
significativa (p<0.05) por cultivo de garbanzo.
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negro se observd una mayor AAl, pero en los concentrados no se observo un comportamiento
similar. Se ha reportado efecto anti-inflamatorio de biocanina-A y formononetina en
macrofagos (RAW 267.4) estimulados por LPS reduciendo la produccion de citoquinas
proinflamatorias (Kole y col., 2011; Shin y col., 2016). La actividad remanente de AAI de los
digeridos permeados de las harinas fue de 67 a 86%, y en los concentrados proteicos fue de 56
a 77 %, con un comportamiento similar a la actividad remanente de AAC. En resumen, los
resultados sugieren que tanto las harinas y concentrados proteinas retienen una actividad
considerable de actividad bioldgica, y que la selenizacion puede afectar de manera diferencial
la actividad dependiendo del tipo de muestra y variedad. La selenizacion de harinas mejoro la
AAC vy la AAI tras la permeacion. En concentrados, la selenizacion disminuy6 la AAI en

general y la AAC especificamente en la variedad verde.
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Objetivo 5

8. Actividad antioxidante y antiinflamatoria celular de digeridos insolubles

La evaluacion de la actividad antioxidante celular (Isaacson y col., 2006) en Caco-2 y
antiinflamatoria (AAI) en RAW 264.7 de los digeridos insolubles y su fraccion peptidica
(<10kDa) de harinas y concentrados proteicos de garbanzos desi (verde y negro) germinados y

selenizados, se presenta en el cuadro 11.

La AAC en los digeridos insolubles de harinas y concentrados fue de 88 a 97 %y 92 a
98%, respectivamente. Estudios previos han asociado un aumento de la actividad antioxidante
en las muestras germinadas en presencia de selenio (Hernandez-Grijalva y col., 2022; Serrano-
Sandoval y col., 2019), sin embargo, solamente la harina de garbanzo negra es
significativamente mayor que su contraparte sin selenio. Por otra parte, los resultados de la
AAC de los digeridos insolubles tienen un gran potencial efecto benéfico, previamente se ha
reportado como las proteinas y péptidos de garbanzo modulan la microbiota al mismo tiempo
de presentar actividad antioxidante (Kang y col., 2023). En las fracciones peptidicas, la AAC
fue menor que sus contrapartes sin purificar, salvo la muestra harina de garbanzo germinado
negro. Las diferencias entre las muestras fueron principalmente al efecto de tratamiento. De
cualquier forma, la AAC de estas fracciones resultan de gran interés ya que podemos
relacionar el efecto con el contenido de los péptidos menores de 10 kDa (Cuadro 9) y lo

remanentes de isoflavonas que quedan en la fraccion.

La AAI en los digeridos insolubles de harinas y concentrados fue de 86 a 89% y 84 a
89%, respectivamente. Mientras que la actividad antiinflamatoria de las fracciones vario de 74
a 89%, siendo menor la actividad en la fraccion peptidica salvo 3 excepciones (harina y

concentrados de garbanzo negro germinado y harina de garbanzo verde selenizado).
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Cuadro 11. Actividad antioxidante celular (%) y actividad antiinflamatoria (%) de digeridos insolubles de harinas y

concentrados proteicos de variedades de garbanzo desi germinado o selenizado.

Actividad antioxidante celular (%o)-

Digerido insoluble Fraccion peptidica insoluble (<10 KDa)
Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada 88.21+3.26, 96.26%2.25~, 05.214+2.67~ 91.24+2.27~,
Selenizada 96.26£1.33~, 97.37£1.11~, 94.04£2.66x., 93.38+1.70~,
Concentrado Germinado 98.66+1.43~, 92.70+1.08, 88.32+1.99, 84.57+2.11~,
Selenizado 95.49+3.49-, 96.28+3.24~, 87.79£2.01~, 85.32+3.35,
Actividad anti-inflamatoria (%)
Digerido insoluble Fraccion peptidica insoluble (<10 KDa)
Negra Verde Negra Verde
Harina Germinada 86.22+0.71z, 89.6311.24~, 88.50£0.84~, 89.88+1.21~,
Selenizada 89.26+1.21~, 88.88+0.60~., 84.06+1.49s, 89.04+0.42~,
Concentrado Germinado 85.96+1.14, 86.22+0.96, 87.23+1.51~, 74.03+1.24=.,
Selenizado 84.52+1.50s, 88.75+1.32, 81.85+0.67>, 85.76+0.85~,

«Caco-2 (dosis de muestra: [50 pg/mL]) \RAW 264.7 (dosis: 50 pg/mL muestra; 1ug/mL de lipopolisacarido). Los valores representan
las medias * desviacion estandar. Medias con letras diferentes por columna (mindscula subindice) indican diferencia significativa
(p<0.05) por el tratamiento y medias con letras diferentes por renglon (mayuscula superindice) indican diferencia significativa
(p<0.05) por cultivo de garbanzo.
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Anteriormente, Milan-Noris y col. (2018) evidenciaron el potencial efecto
antiinflamatorio de péptidos e isoflavonas de garbanzo germinado no absorbibles de las
digestiones gastrointestinales con gran potencial para la salud intestinal. Los péptidos y
fracciones no digeribles de harinas y concentrados proteicos de garbanzos germinados-
selenizados pueden tener efectos positivos en el sistema gastrointestinal, promoviendo la salud
y microbiota intestinal, por sus compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y

antiinflamatorias, ayudando en la prevencion de enfermedades intestinales.
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IX. CONCLUSION
La suplementacion con selenio durante la germinacion y su posterior concentracion resulto
en una buena estrategia para enriquecer la muestra con selenio en especial la variedad
negra que aumento 133 veces su contenido de selenio. Entre las propiedades
tecnofuncionales resalta la disminucion en la solubilidad de los concentrados proteicos al
comprarlo con sus contrapartes harinas.
La selenizacién tuvo un impacto sobre el contenido de compuestos bioactivos inverso al
que se esperaba de acuerdo con la literatura. Por otra parte, la SDG liberd
significativamente CFT, PS e isoflavonas, también se observd la formacion de péptidos
(SDS-page). La bioaccesibilidad de las harinas fue significativamente mayor en
comparado con sus concentrados proteicos. Los compuestos bioactivos de los
concentrados proteicos fueron en mayor porcentaje insolubles por lo que tienen un mayor
potencial de actuar como prebidticos y modular microbiota.
La biodisponibilidad in vitro de formononetina y biocanina-A fue menor en las muestras
selenizadas. La biocanina-A en las muestras selenizadas redujo en su capacidad para
atravesar la barrera intestinal (modelo Caco-2) durante la simulacién de absorcion. En la
formononetina se observé un efecto similar en las muestras con selenio, salvo en harina de
garbanzo verde.
Las isoflavonas y posibles péptidos presentes en las harinas y concentrados de proteinas
de garbanzo germinado-selenizado mostraron un considerable potencial antioxidante y
anti-inflamatorio que se conservé al permear el modelo de membrana.
Los péptidos (<10kDa) de las fracciones no digerible en harinas y concentrados proteicos
de garbanzo desi germinado-selenizado presentan un potencial efecto antioxidante y

antiinflamatorio.
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Figura 3. Permeabilidad de formononetina y biocanina-A (%) en harinas y
concentrados proteicos de garbanzo germinado tipo desi verde y negro con y sin selenio.
Permeaciones de formononetina y biocanina-A en harinas (a y b) y en concentrados (c y d).
VC. Garbanzo verde germinado control. VSe. Garbanzo verde germinado-selenizado. NC.
Garbanzo negro. germinado control. NSe. Garbanzo negro germinado-selenizado. Diferencias
significativas se indican mediante letras distintas (p>0.05). Teodrica: 100-((Apical to/Apical
t120)) *100; Real: (Basolateral t120/ Apical to) *100

107



Cuadro 12. Prueba de efectos en garbanzo germinado selenizado sobre propiedades fisicoquimicas y tecnofuncionales.

Variables Aw pH DE ISA 1AA I1AAC
Variedad de garbanzo <.0001* <.0001* <.0001* 0.0003* 0.4504 0.2541
Contenido de Selenio <.0001* 0.0023* <.0001* 0.0034* 0.0069* 0.6737
Tratamiento <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* 0.0004* 0.6313
Variedad*Contenido de Selenio <.0001~* 0.0142* 0.0757 0.1772 0.6263 0.1643
Contenido de Selenio* Tratamiento 0.0006* 0.0023* <.0001* 0.0142* 0.0111* 0.2606
Variedad* Tratamiento <.0001* <.0001* <.0001* 0.0004* 0.4529 0.4897
Variedad*Contenido de Selenio* Tratamiento <.0001* 0.2680 <.0001* 0.1082 0.5182 0.4312

aw: Actividad de agua. pH: Potencial de hidrogeno. DE: Delta E. ISA: Indice de solubilidad de agua. IAA: Indice de absorcion
de agua. IAAc: indice de absorcion de aceite.

Cuadro 13. Prueba de efectos en garbanzo germinado-selenizado sobre el contenido de fendlicos totales y proteina soluble.

Variables Fenolicos totales Proteina soluble

SD DS DI SD DS DI
Variedad de garbanzo 0.9543 0.8206 <.0001* <.0001* 0.0022* 0.3488
Contenido de Selenio <.0001* 0.0613 0.0002* <.0001* <.0001* <.0001*
Tratamiento <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001*
Variedad*Contenido de Selenio 0.9543 0.2786 <.0001* 0.3572 <.0001* 0.1954
Contenido de Selenio* Tratamiento <.0001* <.0001* <.0001* 0.0004* <.0001* <.0001*
Variedad* Tratamiento 0.9543 0.0045* <.0001* <.0001* <.0001* 0.0007*
Variedad*Contenido de Selenio*Tratamiento 0.9543 0.0134* <.0001* 0.0006* <.0001* 0.3351

SD: Sin digerir. DS: Digerido soluble. DI: Digerido insoluble

Cuadro 14. Prueba de efectos en formononetina y biocanina-A de garbanzo germinado-selenizado.
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Formononetina Biocanina-A TIF

Variables

SD DS DI SD DS DI SD DS DI
Variedad de garbanzo <.0001* 0.0006* 0.0080* <.0001* 0.5489 <.0001* 0.0294* 0.4927 <.0001*
Contenido de Selenio <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* 0.0122* <.0001* <.0001* <.0001*
Tratamiento <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001*
Variedad*Contenido de Selenio <.0001* 0.0446* 0.4919 <.0001* 0.0123* 0.0002* 0.9696 0.0128* 0.0013*
Contenido de Selenio* Tratamiento <.0001* 0.0002* <.0001* <.0001* 0.1409 0.2925 <.0001* 0.8908 <.0001*
Variedad* Tratamiento <.0001* 0.4459 0.0155* <.0001* 0.8130 0.0001* 0.0487* 0.6936  <.0001*

Variedad*Contenido de Selenio* Tratamiento <.0001* <.0001* 0.6019 <.0001* 0.0010* 0.0004* 0.0510 <.0001* 0.0014*

. SD: Sin digerir. DS: Digerido soluble. DI: Digerido insoluble. TIF: Total de isoflavonas.

Cuadro 15. Prueba de efectos del modelo en muestras digeridas de garbanzo germinado-selenizado sobre proteina soluble y
péptidos de fracciones insolubles (10 kDa).

Variables 10 kDa -
Proteina soluble Péptidos
Variedad de garbanzo <.0001* 0.0001*
Contenido de Selenio <.0001~* 0.0097*
Tratamiento <.0001* <.0001*
Variedad*Contenido de Selenio <.0001~* 0.0005*
Contenido de Selenio* Tratamiento 0.0005* <.0001*
Variedad* Tratamiento 0.3144 <.0001*
Variedad*Contenido de Selenio* Tratamiento 0.3696 <.0001*

SD: Sin digerir. DS: Digerido soluble. DI: Digerido insoluble.

Cuadro 16. Prueba de efectos del modelo en muestras digeridas de garbanzo germinado-selenizado en actividad antioxidante
(Caco-2) y antiinflamatoria (RAW 264.7).
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Actividad antioxidante celular

Actividad antiinflamatoria

Variables DS DSp DS DSp
Variedad de garbanzo 0.0165* 0.6021 0.0024* 0.7715
Contenido de Selenio 0.1942 0.0142* 0.5544 0.2771
Tratamiento <.0001* 0.6620 <.0001* 0.0003*
Variedad*Contenido de Selenio 0.3703 0.0964 0.4604 0.2408
Contenido de Selenio* Tratamiento 0.4330 0.0001* 0.0009* <.0001*
Variedad* Tratamiento <.0001* 0.0046* <.0001* 0.0257*
Variedad*Contenido de Selenio* Tratamiento 0.0774 0.7698 0.0092* 0.0095*

DS: Digerido soluble. DSp: Digerido soluble permeado.

Cuadro 17. Prueba de efectos del modelo en muestras digeridas de garbanzo germinado-selenizado.

. AAC NOI
Variables DI FPi DI FPi
Variedad de garbanzo 0.1890 0.0137* 0.0008* 0.1251
Contenido de Selenio 0.0225* 0.7638 0.0822 0.5581
Tratamiento 0.6334 <.0001* 0.0003* <.0001*
Variedad*Contenido de Selenio 0.5620 0.2594 0.9227 <.0001*
Contenido de Selenio* Tratamiento 0.2284 0.8518 0.5200 <.0001*
Variedad* Tratamiento 0.0288* 0.6900 0.4404 <.0001*

Variedad*Contenido de Selenio* Tratamiento 0.0371* 0.6134

0.0006* <.0001*

DI: Digerido insoluble. FPi: Fraccion peptidica insoluble (<10 kDa).

Cuadro 18. Prueba de efectos del modelo en muestras digeridas de garbanzo germinado-selenizado sobre su biodisponibilidad.

Variables Formononetina

Biocanina-A
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Tedrica Real Tebrica Real
Variedad de garbanzo 0.0181* 0.0155* 0.0566 0.0005*
Contenido de Selenio <.0001* 0.0005* <.0001* 0.0131*
Tratamiento <.0001* 0.0063* 0.0002* 0.1367
Variedad*Contenido de Selenio 0.3245 0.2075 0.0041* 0.0159*
Contenido de Selenio* Tratamiento 0.0001* 0.0092* 0.0359* 0.8928
Variedad* Tratamiento 0.3480 0.0119* 0.0772 0.2230
Variedad*Contenido de Selenio* Tratamiento 0.6712 0.0414* 0.3077 0.1133
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