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Resumen

El consumo de legumbres ha disminuido en los dltimos afios, sin embargo, éstas son un excelente
alimento ya que contienen alta cantidad de nutrientes, como el garbanzo por ser rico en
carbohidratos y proteinas, también contiene vitaminas del complejo B y minerales.
Adicionalmente tiene componentes bioactivos que desempefian funciones benéficas para la
salud, como los compuestos fendlicos, donde éstos se pueden encontrar de tres formas: libres,
conjugados v ligados. Los libres y conjugados, estan mas disponibles para la absorcion; y los
ligados estan unidos a la pared celular por lo que no son facilmente digeribles. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion fue determinar la digestibilidad, bioaccesibilidad y capacidad
antioxidante de los compuestos fendlicos del garbanzo cocido en un modelo gastrointestinal in
vitro. Mediante el analisis proximal realizado al garbanzo crudo y cocido se determino que, ambos
son ricos en carbohidratos (44.84 y 67.2 % respectivamente), proteinas (28.4 y 18.55%), fibra
(7.41y 7.20%) y grasa (6.23 y 5.35 %). Previo al cocimiento se requirieron 8 horas de remojo con
una absorcion de agua maxima de 55%. Adicionalmente, se midié el color a los granos del
garbanzo formando parte de la clasificacion de garbanzo blanco. Los compuestos fendlicos
ligados del garbanzo crudo y cocido representaron la mayor cantidad de compuestos fenolicos
(2.6 y 1.82 mg EAG/g respectivamente) y capacidad antioxidante en DPPH (54.32 y 26.38
umolET/g), ABTS (34.33 y 30.02 umclET/g) y FRAP (0.729 y 0.311 umolET/g). Después de la
digestibilidad in vitro los compuestos fendlicos libres y conjugados fueron los mas bioaccesibles,
contrariamente a los ligados los cuales aproximadamente 70% no fueron absorbidos. Por lo tanto
se concluye queel garbanzo es un grano de alta de calidad nutricional y antioxidante, sin embargo
se ve limitada la absorcion de los compuestos fendlicos ligados que son los que se encuentran
en mayor cantidad por la falta de enzimas digestivas especificas para liberar a estos compuestos.
Consecuentemente, esta investigacion deja las bases para que en estudios posteriores se utilicen

otros medios para mejorar la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de estos compuestos.



1. Introduccidn

Hoy en dia el consumidor ha hecho cambios en la seleccion de alimentos para la dieta,
en donde ademas de inocuidad, y de abastecimiento de nutrientes esenciales, demanda
alimentos que contengan compuestos bioactivos que auxilien en la reduccién del riesgo
de enfermedades cronicas, un gran ejemplo de este tipo de alimentos son las leguminosas
{FAD 2016). En México, las leguminosas son un producto basico que forman parte de la
alimentacion de la poblacion de diferentes tipos de clases sociales, ya que representan
gran fuente de proteinas compuestas de aminoacidos esenciales, ricas en lisina y pobres
en los de tipo azufrados como lo son cisteina y metionina, ademas que son una fuente
importante de hierro y zinc. Son faciles de obtener y tienen bajo costo (Gaytan, 2015).

Ademas de todos estos factores, también contienen un valor importante de
compuestos bioactivos, principalmente acidos fendlicos y flavonoides. La presencia de
estos compuestos, considerados altamente antioxidantes, es lo que hacen atractivo a las
leguminosas vy de esta manera pueden llegar a contribuir de forma positiva a la salud. El
garbanzo (Cicer arfetinum L.) es buen ejemplo de estas leguminosas. En Mexico el
garbanzo ocupa el tercer lugar en la produccion de leguminosas, después del frijol y la
soya. A nivel nacional Sonora ocupa el segundo lugar después de Sinaloa. Los principales
municipios productores de garbanzo en el estado de Sonora son: Hermosillo (90%),
Cajeme (5.2%), Navojoa (2.7%) y Guaymas (1.74%) (SIAP, 2017). Sonora es uno de los
principales estados productores de garbanzo del pais gracias al tipo de clima que hay en
este estado, favoreciendo el crecimiento del garbanzo y esto puede contribuir a la

accesibilidad de este producto para los consumidores.

Los compuestos fendlicos de las legumbres, como acido ferdlico, acido p-
hidroxibenzoico y &cido galico, estan presentes en alimentos como el garbanzo. Al
momento de ingerir el grano entra en accion la digestion en la cual intervienen varias
enzimas que ayudan a degradar los compuestos complejos a sus formas mas simples
(digestibilidad) con el fin de que éstos sean mejor absorbidos a traves del intestino
{bioaccesibilidad), pasando asi a suero y de ahi distribuyéndolos a las diferentes celulas
para ejercer su accion (biodisponibilidad). La digestion comienza por la boca (alfa-
amilasa), siguiendo por el estémago (pepsina) y finalmente llegando al intestino
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(pancreatina) (Hall ef al., 2011). Sin embargo, se tiene muy poca informacion del proceso
que sufren los compuestos fendlicos del garbanzo cocido durante la digestion y la cantidad
bioaccesible, ademas que no se sabe si realmente estos compuestos llegan a cumplir con
su funcidon principal dentro del organismo, de ahi el interés de este trabajo de
investigacion.
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Il. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la digestibilidad, bioaccesibilidad y capacidad antioxidante de los compuestos
fendlicos del garbanzo (Cicer arietinum) cocido en un modelo gastrointestinal in vitro.

Objetivos especificos
1. Determinar los parametros fisicoquimicos y calidad del garbanzo crudo y cocido.
2. Cuantificar y medir la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos del garbanzo
antes y después del cocimiento.
3. Ewvaluar la digestibilidad y bioaccesibilidad de los compuestos fenélicos del garbanzo

cocido en un modelo gastrointestinal in vitro.
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1l. Antecedentes

3.1.  El garbanzo (Cicer arietinum)

Las leguminosas, son una familia muy extensa, que abarca mas de trece mil especies y
entre estas especies sobresalen el frijol (Phaseolus vulgaris L.), la lenteja (Lens culinaris L.) y el
garbanzo (Cicer arietinum L.). Esta Gltima fue una de las primeras leguminosas domesticadas en
el viejo mundo, se dice esto, porque existe evidencia arqueologica que indica que fue utilizado
como alimento y ofrenda en los afios 2000 al 1400 a.C. Los espafioles fueron los que introdujeron
el garbanzo a nuestro pais durante |a conguista y posterior colonizacion, y a partir del siglo XX se
introdujo en el Noroeste de México, donde encontré una excelente adaptacion (Morales et al.,
2004).

La planta del garbanzo, es una planta anual, tiene raices profundas, tallos pelosos y
ramificados, que alcanzan una altura de hasta 0.60 m. La planta tiene abundancia de glandulas
excretoras; las hojas son pari o imparipinnadas; foliclos de borde dentado; flores axilares
solitarias; frutos en vaina bivalva con una o dos semillas en su interior, ligeramente arrugadas,
con dos grandes cotiledones (Morales-Gomez et al., 2004). Existen dos tipos de garbanzo: kabuli
y desi (Figura 1) y se pueden diferenciar morfolégicamente; kabuli forma vainas relativamente
largas, sus semillas son grandes, menos arrugadas, pueden ser de color negro, amarillo, verde v
crema. Las plantas son mas grandes que el tipo desi y sus tallos, hojas y flores no contienen
pigmentacién antocianica y por lo general se cultiva en regiones templadas. Este tipo de garbanzo
se destina a consumo humano. El tipo desi, son semillas pequefias y de color marron, contiene
una capa aspera con una angularidad pronunciada y la superficie fuertemente estriada, este tipo
de garbanzo es destinado a consumo animal y es cultivado en los tropicos semiaridos (Ravi,
2005; Jukanti et a/.,2012; Clara et al., 2014; Maheri-Sis et al., 2008).

A nivel mundial el garbanzo sélo se cultiva en 33 paises; y Unicamente 20 siembran mas
de 20,000 ha. Entre estos paises destacan: India, Turquia, Australia, Canada, Siria, México,
Espafia, Marruecos, Estados Unidos, Pakistan, Etiopia, Tunez, entre otros (FAO, 2008). En &l
afio 2017, el principal productor de garbanzo en México fue el estado de Sinaloa con una
produccion de 122 mil toneladas, ocupando el segundo lugar Sonora con una produccion de 65
mil toneladas y otros estados como Baja California Sur con 13 mil toneladas (SAGARPA, 2017).
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Figura 1. Garbanzo del tipo a) desi y b) kabuli

En los estados de Sinaloa y Sonora se cultiva el garbanzo de mas alta calidad, el cual se
caracteriza por su buen calibre, color y rugosidad. Otro factor importante es que el cultivo de
garbanzo soporta sequias y heladas, dando una ventaja con estas caracteristicas al estado de
Sonora. El B0 % de la produccion de estos dos estados cumple con las normas de exportacion y

el restante constituye la rezaga, que generalmente se vende al mercado nacional.

En cuanto a su valor nutricional, hay dos tipos de nutrientes: a) macronutrientes, que son
los que se requieren en mayor proporcion como lo son las proteinas, carbohidratos y lipidos; y
los b) micronutrientes, éstos se requieren en menor proporcion, pero son fundamentales para
intervenir en funciones vitales para el organismo, como las vitaminas y minerales (Camara-
Hurtado et al., 2003). El garbanzo contiene en promedio 70% de carbohidratos, 5.3% de lipidos,
3.9% de fibra y 17% de proteinas (Grelda ef al., 1997). Las proteinas son ricas en lisina y arginina,
pero son deficientes en aminoacidos azufrados como metionina y cisteina (Maheri-Sis et al.,
2008). Es buena fuente de minerales como calcio, magnesio, zinc, potasio, hierro y fésforo, asi
como tiamina y niacina (Williams et al.,1987, Kaur et al., 2005). Ademas, contiene componentes
gue no son nutritivos, pero desempefian funciones metabdlicas benéficas para la salud, tales
como alcaloides, isoflavonas, una gran variedad de oligosacaridos y compuestos fendlicos.
Generalmente las leguminosas, como el garbanzo, presentan mayor cantidad de compuestos
fendlicos que los cereales (<1%) (Muzquiz y Wood, 2007). Por lo tanto, se puede considerar para
preparar alimentos funcionales, ya que contienen concentraciones importantes de compuestos
fendlicos y flavonoides, cuyo contenido puede variar dependiendo el tipo de garbanzo (Segev et
al., 2010).
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3.2. Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las familias mas numercsas y ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, con mas de 8,000 estructuras actualmente conocidas, estan
involucrados en el crecimiento, la reproduccion y confieren resistencia a las plantas frente a
agentes patégenos. Por lo tanto, la presencia de estos compuestos en las plantas es muy variada
dependiendo de multiples factores como la especie, procedencia, variedad, parte vegetal o
extrinsecos como la intensidad luminica, temperatura, maduracion, zona de cultivo, entre ofras
(Mateos, 2013). Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios del metabolismo de las
plantas, por lo que se encuentran en casi todos los alimentos de origen vegetal. Estas sustancias
influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los alimentos, ya que aportan colores rojos,
azules y violaceos, asi mismo proporcionan sabor amargo y astringente a algunos citricos
(Gimeno, 2004; Gil ef al., 2010).

En cuanto a su estructura los compuestos fendlicos poseen un anillo aromatico en comdn
(anillo del benceno), con uno o mas grupos hidroxilos incluyendo derivados funcionales (ésteres,
metil ésteres, glicodsidos, etc.) (Tsimidou, 1998). Pueden clasificarse de muchas maneras ya que
tienen gran diversidad estructural, pero segun su estructura quimica se puede dividir en dos

grandes grupos: flavonoides y no flavonoides.

a) Flavonoides: Formados por 2 grupos bencénicos (C6-C3-C6) unidos por un puente
tricarbonado (Figura 2) y se divide en 3 subgrupos que son;

-Antocianos

-Flavonas, flavononas, flavanoles y flavanonoles

-Flavanoles, taninos condensados vy lignanos

(Gimeno, 2004)

b) No flavonoides: En este gran grupo se pueden dividir en dos subgrupos que son los fenoles no
carboxilicos (C6, C6-C1, C6-C3) y acidos fendlicos (derivados del dcido benzoico y derivados del
acido cinamico) (Figura 3).
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Estos compuestos forman parte de un grupo muy heterogéneo; comprenden desde
simples moléculas, como el acido fendlico, hasta compuestos altamente polimerizados, como los
taninos. Se presentan en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azlicar
unidos a los grupos hidroxilo, la forma mas comun de encontrarlos en |a naturaleza es en forma
de glicosidos, siendo solubles en agua y solventes organicos (Pefiarrieta et al., 2014).

FLAVAN-3-CIL ANTOCIARIDINA

N
o A Nfl“w“’d I F TN
S | Nt
O 0
FLAVOMA FLAVANDONA CHALCONA

Figura Z. Estructura general y ejemplos de compuestos fendlicos del tipo flavonoide.
Imagen tomada de Tenorio-Lépez et al., (2008).
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Figura 3. Ejemplos de compuestos fendlicos del tipo no flavonoides.

Imagen tomada de Pefarrieta ef al. (2014)

Los compuestos fendlicos presentes en alimentos se extraen generalmente con
disolventes acuoso-organicos. La extraccion dependera de la naturaleza quimica y del grado de
polimerizacion de los propios compuestos, del método de extraccién (polaridad de los solventes),
del tamafio de particula de la muestra y de las sustancias que pueden ejercer un efecto de
interferencia. A veces se requieren pasos adicionales o previos a la extraccion para eliminar
sustancias no deseadas que pueden interferir en nuestros analisis (grasa, carbohidratos,
clorofilas) normalmente mediante extraccion en fase sélida (Robins, 2003). En general cualquier
proceso esta basado en una primera extraccion con disolventes organicos o la mezcla de algunos
de elios (metanol, etanol, propanocl, acetona, agua, dimetilformamida, acetato de etilo)
obteniendose en el extracto una mezcla de diferentes compuestos polifendlicos (Antolovich et al.,
2000). Ademas de los disolventes, también el tiempo de extraccion es determinante a la hora de
obtener un mayor rendimiento. Se han reportado tiempos de extraccion desde 1 minuto a 24
horas (Price ef al., 2008; Cork y Krockengerg, 1991; Davis, 1978; Maxson y Rooney, 1972). Las
condiciones de extraccion y la seleccion de los disolventes dependen del tipo de muestra y de la

naturaleza de los compuestos que se quiera extraer.
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Lo mas destacable de los compuestos fendlicos son sus propiedades antioxidantes. Por
un lado, son muy susceptibles a ser oxidados y por otro, impiden que los metales catalicen las
reacciones de oxidacion. Asi, los grupos hidroxilo, al estar unidos a un anillo bencénico, presentan
la posibilidad de que el doblete del atomo de oxigeno interaccione con los electrones del anillo,
lo que les confiere unas caracteristicas especiales respecto al resto de alcoholes. Por otro lado,
pueden actuar de quelantes (sobre todo los fenoles no flavonoides) y formar complejos con
metales di o trivalentes, especialmente con el hierro y el aluminio, lo que puede tener también
implicaciones nutricionales. Estas sustancias a pesar de estar en bajas concentraciones en los
alimentos, pueden prevenir algunos de los procesos implicados en el desarrollo de cancer,
enfermedades cardiovasculares o incluso de enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer. De todos los compuestos fendlicos, el grupo de los flavonoides es el mas extendido
en la naturaleza y dentro de ellos, los flavonoles son los que poseen un mayor potencial
antioxidante. Estudios epidemiologicos han demostrade que una ingestidn rica en flavonoides se
correlaciona con un menor riesgo de enfermedad cardiovascular y se ha observado que actian

a diferentes niveles (Denny y Buttriss, 2007).

3.2.1 Compuestos fendlicos en el garbanzo

En las leguminosas, los principales compuestos fendlicos son los acidos fendlicos, los
flavonoides vy los lignanos, sin embargo, las variedades de tonalidades de color mas oscuras de
las leguminosas, contienen cantidades mas altas de compuestos fendlicos, por lo que el garbanzo
desi generalmente tendra un mayor contenido de compuestos fenélicos que la variedad kabuli
(Yadab et al,,2007.) En el estudio realizado por Yadab (2007) en garbanzo desi y kabuli se

encontrd que contienen de 0.84 a 6.00 y 0.02 a 220 mglg de compuestos fendlicos,
respectivamente. En la Tabla 1 se muestran algunos compuestos fendlicos identificados en

garbanzo.

Estos compuestos fendlicos pueden tener un efecto beneficioso sobre algunas de las
enfermedades humanas importantes, como la enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2,
enfermedades digestivas y algunos canceres. Estudios han demostrado que incluir garbanzo en
la dieta disminuye el riesgo de cancer colorrectal, cancer de prostata y cancer de pulmén, ademas
que los fitoesteroles del garbanzo ayudan a reducir la presion arterial (Jukanti, 2012). Asimismo
se ha demostrado que el consumo de garbanzo ayuda en la disminucion del colesterol total
(Pittaway J. K., ef al., 2008).
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El garbanzo no solo tiene efectos benéficos en la salud, Saleem et al., (2018) crearon
una pelicula a base de polisacéaridos del garbanzo, las cuales mostraron un efecto antioxidante,

lo que indica que las peliculas podrian ser utilizadas en envases para alimentos.

Tabla 1. Compuestos fendlicos en garbanzo crudo y cocido

Compuestos fendlicos pg/g

Compuesto Garbanzo Garbanzo Referencia
fendlico crudo cocido

Acido galico 40.2 12.6 Hitamani G., ef al., 2014

43 Yadav S., et al., 2007
Acido protocatecuico 358.9 466.8 Hitamani G., et al,, 2014
Acido gentistico 26 136 Hitamani G., et al., 2014
Acido vanilico 80.8 7.54 Hitamani G., et al., 2014
Acido p-cumarico - 0.33 Hitamani G., ef al., 2014
Acido ferdlico 0.290 0.97 Hitamani G., et al., 2014
Acido salicilico - 76.6 Hitamani G., ef al., 2014
Acido siringico 2221 2221 Hitamani G., et al,, 2014

52 Yadav 5., et al., 2007
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3.3. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se puede considerar como la actividad biclégica responsable de
inhibir la oxidacion de biomoléculas importantes (Soobrattee et al., 2005). Hoy en dia se sabe que
la mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas biolégicos se debe a que la utilizacion del
oxigeno por las células da lugar a la generacion de radicales libres. Los radicales libres son
atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado por lo que son muy reactivos ya
que tienden a captar un electrén de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén que necesita, la
molecula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un
electrén desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccién en cadena que destruye nuestras
celulas. La vida media biologica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a moléculas, membranas
celulares y tejidos (Avello, 2006).

La mayor parte de los radicales libres son neutralizados por antioxidantes, ya que al chocar
el radical libre con el antioxidante, éste Ultimo le cede un electrén, oxidandose y transformandose
en un radical libre débil no toxico, esto con el objetivo de mantener el equilibrio
prooxidante/antioxidante. Los antioxidantes se pueden clasificar en 2 grupos: endogenos y
exogenocs. Los enddégenocs son los sintetizados por el organismo como un mecanismo de defensa
intrinseco, y los exdgenos los que se adquieren principalmente a través de los alimentos (Lacalle,
2007).

El potencial antioxidante de los compuestos fenolicos se debe a su capacidad quelante y
captura de radicales libres (Alamed et al., 2009) (Figura 4). En general, se puede decir que esta
propiedad va a depender de la estructura quimica de los compuestos y de la presencia de grupos
hidroxilo presentes en la molécula. Existen diversos métodos para evaluar el potencial
antioxidante, dentro de éstos, los mas utilizados son en base a captacion de radicales como lo
son el 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil (DPPH) y 2 2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic)
{ABTS). La molécula de DFFH y de ABTS se caracterizan por ser radicales libres sintéticos
estables, que al momento de estar en contacto con una sustancia que pueda donar un atomo de

hidrégeno (antioxidante), reduce a los radicales con la pérdida de color violeta intenso con
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absorcion de 517 nm en el caso del radical DPPH y el color verdoso-azulado con absorcion de
734 nm del radical ABTS (Molyneux, 2004, Gutiérrez ef al., 2008).

Por otra parte, la capacidad de ejercer el potencial antioxidante de los compuestos
fendlicos va a depender de su bioaccesibilidad en el alimento y su biodisponibilidad en el tracto
gastrointestinal (Saura-Calixto, 2010). La bioaccesibilidad se define como la cantidad de un
componente del alimento gque esta presente en el intestino humano como consecuencia de su
liberacion de la matriz del alimento, y que puede ser capaz de atravesar la barrera intestinal. En
cambio, la biodisponibilidad se define como la cantidad y velocidad a la que el principio active se
absorbe y llega al lugar de accién. Por lo tanto, para que un compuesto fendlico sea
potencialmente biodisponible, primeramente, debe estar bioaccesible en la matriz del alimento
(Balde, 2014).

Antioxidante Radical libre

electron
0

O .
7

Figura 4. Antioxidante (molécula estable) y radical libre (molécula inestable).
Imagen tomada de: https://curiosoando.com/que-son-los-prooxidantes/antioxidante-neutraliza-

radical-libre

Ademas, |a biodisponibilidad de los compuestos fendlicos también puede verse afectada
por las diferencias en la concentracion dentro de los tejidos vegetales, variaciones en la pared
celular, estructura, ubicacién de glucésidos en células y union de compuestos fendlicos
compuestos dentro de la matriz alimentaria. Los métodos de preparacién culinaria también tienen
un marcado efecto en el contenido de polifenoles de los alimentos. Por ejemplo, el simple pelado
de las frutas y las verduras puede eliminar una porcion significativa de polifenoles ya que estas
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sustancias a menudo estan presentes en concentraciones mas altas en la cascara que en la pulpa
(Parada y Aguilera, 2007).

3.4. Digestion

La digestion es el proceso realizado por el aparato digestivo que se encarga de
descomponer los alimentos y esto nos permite absorber y utilizar los nutrientes y compuestos
bioactivos en distintas partes del organismo, para esto se requiere:

1) El transito de los alimentos a lo largo de todo el tubo digestivo

2) Secrecion de los jugos digestivos y la digestion de los alimentos

3) Absorcion de los productos digeridos

4) Circulacion de la sangre por las visceras gastrointestinales para transportar las
sustancias absorbidas.

Los érganos que forman el sistema digestivo son la boca, el esofago, el estémago, el
intestino delgado, el intestino grueso, el recto y el ano (Figura 5) (NIDDK, 2008; National
Geographic society, 2013).

3.4.1. La boca

Es la entrada para los alimentos y en ella se llevan a cabo distintos mecanismos donde
intervienen los dientes que son los encargados de triturar los alimentos (proceso mecénico). La
lengua ayuda a juntar los pequefios trozos y hacer un bolo de forma redonda para asi poder
tragarlo. La saliva lleva a cabo el mecanismo enzimatico, en ella se encuentra la enzima a-amilasa
salival, que es la encargada de romper moléculas grandes en mas pequefias, especialmente el
almidén.

3.4.2. El estfago

Es un drgano hueco y es el encargado de conducir el bolo alimenticio que va desde Ia
parte superior de la garganta hasta el estobmago. En la parte superior se encuentra una parte
llamada epiglotis y se encarga de dar paso a el bolo para que llegue al estémago.

3.4.3. El estdmago
Es un compartimento grande y musculoso que se encarga de mezclar el bolo con los jugos
digestivos incluidas las enzimas pepsinas que procesan las proteinas vy lipasas que absorben las

grasas. En el estdmago también se encuentra el acido clorhidrico y ayuda a disolver el contenido

22



del estémago quedando asi una pasta semifluida (quimo), es sellada en el estémago por dos

esfinteres en forma de un anillo durante varias horas para después ser liberada en el duodeno.

3.4.4. Intestino delgado

La primera de las tres secciones del intestino delgado, el duodeno, produce grandes
cantidades de mucus para proteger la pared intestinal del acido del quimo. De unos 6 metros de
longitud, el intestino delgado es donde tiene lugar la mayor parte de la digestion y absorcion de
nutrientes. Estos nutrientes se incorporan al flujo sanguineo, a través de millones de diminutas

proyecciones en forma de dedo llamadas vellosidades, y se transportan al higado.
3.4.5. Intestino grueso

Lo que queda en el tracto digestivo pasa al intestino grueso, donde es consumido por
billones de bacterias no dafiinas y mezclado con células muertas para formar heces sdélidas. El

agua la reabsorbe el cuerpo, mientras que las heces pasan al recto en espera de su expulsion.

Existen otros érganos que tienen funciones claves que auxilian para llevarse a cabo una
buena digestion, estos drganos son el higado, el pancreas y la vesicula biliar, El higado tiene un
gran numero de funciones y alguna de estas son: procesar los nutrientes absorbidos ya en la
sangre por el intestino delgado y crea glucégenc a partir de carbohidratos y convierte algunas
proteinas alimenticias en otras proteinas que son necesarias para nuestro cuerpo. El higado
también descompone sustancias quimicas no deseadas, como cualquier tipo de alcohol ingerido,
cuya toxicidad se elimina y pasa por el cuerpo como desecho. El pancreas es una glandula
situada detras del estomago gue genera un combinado de enzimas que es bombeado al duodeno.
Un conducto también conecta el duodeno con la vesicula biliar, Este saco en forma de pera
produce bilis marrén verdoso, un producto de desecho recogido del higado que contiene acidos

para disolver la materia grasa (Hall et al., 2011).
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Figura 5. Partes del Sistema Gastrointestinal. Imagen tomada de:

https://es.vikidia.org/wiki/Intestino_grueso.

Todo este proceso es el que se lleva a cabo al momento de consumir un alimento; en la
actualidad se tiene mucha informacién sobre el proceso que sufren los nutrientes esenciales
dentro de la dieta {carbohidratos, proteinas y lipidos), pero se tiene muy poca informacion del
proceso que sufren los compuestos bioactivos (Mufioz ef al., 2007), y si realmente llegan a cumplir

con su funcion principal.

3.5. Digestibilidad y bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos

Las propiedades biologicas y la biodisponibilidad de algunos polifencles dependen en gran
medida de su liberacién de la matriz alimentaria (bioaccesibilidad) y su posterior interaccién con
los tejidos diana (biodisponibilidad). Hoy en dia, la matriz alimenticia se considera un factor
importante en la biodisponibilidad. Sin embarge, durante la masticacion y la digestion gastrica, la
estructura vy las interacciones de los compuestos fendlicos con la matriz alimentaria pueden

modificarse. Esto puede disminuir o mejorar su bioaccesibilidad en el intestino delgado (Gutierrez-
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Grijalva, 2015). Se ha reportado la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos en diversos grupos

de leguminosas (Tabla 2).

Tabla 2. Compuestos fendlicos bioaccesibles en leguminosas

Compuestos
Muestra Extracto bioaccesibles(mg GAE/g Referencias
muestra)
Frijol carita - 0.79 - 0.84 Mtolo, 2017
Frijol cargamanto Metanol 0.07 Chen, 2015
Garbanzo germinade  Metanol 1.33 Hithamani, 2014
Frijol mungo germinade  Metanol 2.70 Hithamani, 2014

Los compuestos fendlicos principalmente en cereales y legumbres, se agrupan en libres
(también llamados solubles), conjugados y ligados (también llamados insolubles) (Cabrera-Soto,
2009). En el primer grupo estan los fenoles libres, en el segundo grupo los glucosilados y
esterificados gque se ubican en mayor cantidad en las capas periféricas de los granos (Yu ef al,,
2001). Se cree que en este grupo estan facilmente disponibles para la absorcién en el intestino
delgado (Gutierrez-Grijalva, 2015). Estos se pueden convertir en un nuevo compuesto
glucoronidado, sulfatado o metilado y son excretados en la orina y bilis (Singleton, 1981; Mufioz
et al., 2007).

El tercer grupo conformado por los compuestos fenolicos ligados, que es como se
encuentran la mayoria de los fencles en los alimentos, estan unidos a través de interacciones
covalentes con los glucésidos de la pared celular, formando enlaces éster que no son hidrolizados
por las enzimas intestinales, por lo que no son absorbidos en el intestino delgado, limitando asi
su liberacion en el colon donde seran metabolizados por la microbiota intestinal (Manach, 2004;
Serranc et al., 2009; Tomas-Barberan et al., 2001; Spencer et al., 2000; Holst y Williamson, 2008}
(Figura 6). Por lo tanto, el objetive de esta investigacion es determinar la digestibilidad,
bicaccesibilidad y capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos del garbanzo (Cicer

arietinumy) cocido en un modelo gastrointestinal in vitro.
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Figura 6. Liberacion de compuestos fencdlicos durante la digestion.

Imagen tomada de:

https://www.researchgate.net/publication/289824074_INTERACCION_DE_COMPUESTOS_FE
NOLICOS_Y_FIBRA_DIETARIA_CAPACIDAD_ANTIOXIDANTE_Y_BIODISPONIBILIDAD
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IV, Justificacion

El garbanzo es una leguminosa muy poco valorizada, sin embargo, contiene compuestos
fendlicos que pueden conferirle mayor valor agregado por los beneficios a la salud gue estos
compuestos pueden conferir, entre ellos la prevencién de enfermedades crénico-degenerativas.
Sin embargo, se tiene muy poca informacion del proceso que sufren los compuestos fendlicos del
garbanzo cocido durante la digestion vy la cantidad bioaccesible, asi como tambien si realmente
estos compuestos llegan a cumplir con su funcién principal dentro del organismo. Por lo tanto, la
informacion que se obtendra derivada de esta investigacion puede ser muy Otil, ya gque cualquier
transformacion puede llegar a modificar su valor nutricional y la disponibilidad de los compuestos
fendlicos para llegar a ser absorbidos y cumplir su funcion. Ademas, Sonora es uno de los
principales estados productores de garbanzo del pais gracias al tipo de clima que hay en este
estado, favoreciendo el crecimiento del garbanzo y esto puede contribuir a la accesibilidad de
este producto para los consumidores.
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V. Hipétesis

Los compuestos fendlicos del garbanzo cocido tienen mayor digestibilidad, bioaccesibilidad, y

capacidad antioxidante determinado por un modelo gastrointestinal in vitro.
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Vi. METODOLOGIA

Para tener un panorama mas amplio sobre los analisis de esta investigacion, en la Figura 7 se

muestra la metodologia general utilizada.

Metodologia

Preparacion de la muestra
(absorcion de agua, coccion y

liofilizacidn)
F ot Extraccion Capacidad Bioaccesibilidad y
Ané_hmsl dete rmi;:;iones fenoles antioxidante digestibilidad
proxima
Método por * DPPH SISI:;ma dg
Cenizas i Isos = ABTS simulacion in
Absorcion de pu 3 >

Proteina agua ultrasdnicos *  FRAP vitro dF:'I 51$te1ma
Grasa Dirata gastrointestinal
Carbohidratos  ¢g)or Determinacion
Fibra fenoles totales

Figura 7. Esquema general de la metodologia a seguir en este proyecto de investigacion.

6.1. Obtencion de la muestra

El garbanzo fue obtenido del campo Covadonga (Longitud: -111.483, Latitud: 28.880, Altitud: 70
msnm ) cosecha 2017, el garbanzo es de variedad Blanoro tipo Kabuli S3.

6.2. Remojo de la muestra

El porcentaje de absorcién de agua se bast en la metodologia de Valdunciel-Pérez (2013), v
Jacinto-Hernandez (1993), donde se evalud el peso de la semilla durante el proceso de remojo.
El porcentaje de absorcién de agua fue medido por la diferencia de peso de los granos de
garbanzo seco y los granos de garbanzo puestos en remojo. Se tomaron 15 granos para cada
tratamiento (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 horas) con 65 mL de agua. Se determind el
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tiempo en donde el grano de garbanzo en remojo alcanzaba el méximo porcentaje de absorcion

de agua.

6.3. Cocimiento al vapor del garbanzo
Despues del remojo previo, las muestras se colocaron en una red de plastico en una bandeja
dentro de una olla de vapor. Se cocieron sobre 1 L de agua hirviendo a vapor. Posteriormente se
drenaron y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Toda la muestra se liofilizé, se molid en un
molino Thomas-Wiley modelo 4 con una malla de 0.5 mm, la harina obtenida se almacené a 4°C
hasta su uso para caracterizacion fisicoquimica, contenido de fenocles y capacidad antioxidante
que se describiran mas adelante,

6.4. Caracterizacion fisicoquimica del garbanzo (analisis proximal)

Se realizo el analisis proximal del garbanzo crudo y cocido de acuerdo a los métodos oficiales ya
descritos por la AOAC (19897), aplicandose los siguientes analisis: Cenizas (método 923.03),
residuo inorganico resultante de la incineracion a 550 *C hasta la pérdida total de la materia
organica.Proteina cruda (método 954.01), por el método de Kjeldahl, donde se usé 6.25 como
factor de conversion de nitrégeno a proteina. Grasa cruda (método 920.39), lipidos libres
extraidos con eter de petréleo en un sistema Soxletec. Fibra (método 985.29) Determinando fibra
soluble e insoluble mediante el método enzimatico gravimétrico. Carbohidratos: se determiné por
diferencia

6.5. Determinacién de otros parametros de calidad: textura (dureza) y color.

Con el fin de determinar parte de la calidad del garbanzo se determiné la textura (dureza) y el
color. Se utilizé una celda chica de extrusion por alambres (CEA) adaptada al texturémetro Instron
Universal modelo 4465 (Anduaga-Cota et al., 2002). Se midié la fuerza maxima necesaria para
comprimir, compactar y extrudir muestra de garbanzo. Para la coleccion de los datos se utilizd
una computadora con un programa serie X, donde se obtuvo una grafica gque muestra la fuerza
(kg/f) necesaria para que el grano pase a través del enrejado de la celda. Se realizé por cada
tiempo de remojo medido por al menos quintuplicado. La textura fue reportada como
Newtons/grama, donde a mayor valor es mas dura la muestra.

Respecto al color se realizé midiendo por el equipo HunterLab XWMini XE. Los resultados
fueron reportados por: L (luminosidad, donde negro es 0% vy blanco es 100%), a* (donde +a* es
rojo y —a* es verde), y b* (donde +b* es amarillo y -b* es azul) (Escalante et al., 2014). El ensayo
se realizé en base a diecisiete réplicas.
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6.6. Extraccion de compuestos fenolicos
6.6.1 Extraccion de compuestos fendlicos libres

Los compuestos fendlicos fueron extraidos por el método descrito por Cabrera-Soto et al.
(2009). Se tomaron 6 tubos Corning de 50 mL, a 3 de los tubos se les colocaron 15 g de harina
de garbanzo cruda y a los otros 3 tubos restantes se depositaron 15 g de harina de garbanzo
cocida. Posteriormente a cada tubo se le agregaron 30 mL de metanol al 80%. Se homogenizaron
durante 1 hora a 100 rpm en una placa giratoria para después centrifugarlos a 4000 rpm, 15 min
a 4 °C. Se extrajo el sobrenadante y se realizé una segunda extraccién siguiendo el mismo
procedimiento. Se mezclaron los dos sobrenadantes obtenidos y se filtraron en papel Whatman
4 para posteriormente concentrarlos en un rotavapor hasta llegar a un volumen final de
aproximadamente 15 mL. Después se aford a 20 mL con agua destilada y se realizaron 2 lavados
con acetato de etilo a una proporcion 1:1 viv con la muestra. La fase con acetato de etilo se
sometié a rotaevaporar para al final aforar a 2 mL con metanol. La fase acuosa se utilizo para la

extraccion de los compuestos fendlicos conjugados,

6.6.2 Extraccion de compuestos fendlicos conjugados

Los compuestos fenolicos conjugados fueron obtenidos de la fase acuosa de los fenoles
libres, se ajustd a un volumen de 20 mL y se aplicaron pulsos ultrasénicos con el equipo
ultrasonicador a 40% de amplitud a 45 ° C, sonicando 1 min y descansando 1 min hasta completar
1 hora de sonicacion. Por dltimo, se realizaron 2 lavados con acetato de etilo a proporcion
acetato/fase acuosa 1:1 v/v. Posteriormente la fase de acetato de etilo se llevé concentrar en el

rotavapor y se aford a 2 mL de metanol (Figura 8) {Cabrera-Soto et al., 2009),

6.6.3 Extraccion de compuestos fenélicos ligados

Los compuestos fendlicos ligados fueron obtenidos del sedimento de los fenoles libres
(Cabrera-Soto et al., 2009). Se dejo secar el sedimento en campana por 10 horas dentro de un
vaso de precipitado, para después mezclarlo con 30 mL de metanol. Se realizaron pulsos

ultrasénicos con el equipo de sonicacion a 40% de amplitud a 45 °C, aplicando 1 min de pulsos y
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descansando 1 min hasta completar 1 hora de sonicacion. Se realizaron 2 lavados con acetato
de etilo 1:1 wiv por ultimo se llevaron a rotavapor y se aforaron a 2 ml con metanol (Figura 8).

M I Concentrar en
etano Rotavapor _I - T—
[ Aforara 20 mL o Sy W
con H:0 v colocar
acetato de etilo ‘
Sedimento T L Acetato de etilo o roMpm—
(Fenoles Ligados) —] h (Fenoles Libresf™ " M L]
Fase acuosa m .

{Fenoles Conjugados)

% i

A

Figura 8. Esquema general de obtencién de los extractos de los compuestos fendlicos libres,

conjugados y ligados.

6.7. Determinacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizo por |a técnica de Folin Ciocalteu (Prior ef al.,
2005). Se tomaron 10 pL de cada extracto y se agregaron 25 pL de solucion de Folin 1N. se dejé
reposar durante 5 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 25
uL de Na:CO; al 20 % vy 140 pL de agua miliQl para llegar a un volumen final de 200 pL. Se dejo
reposar durante 30 min en oscuridad y se determino la absorbancia a 760 nm. Se utilizo agua
como blanco (control negativo) y metanol. Se realizé una curva con el estandar acido galico en
metanol. Los resultados fueron expresados como miligramos de equivalentes de acido galico por

gramo de muestra (mg EAG/g muestra). Todas las mediciones se hicieron por triplicado.

El fundamento de la técnica estriba en que los compuestos fendlicos presentes se oxidan
por el reactivo de Folin-Ciocalteu el cual se encuentra formado por la mezcla de acido
fosfotingstico y acido fosfomolibdico que se reduce por accién de los fenoles en una mezcla de
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oxidos azules de tungsteno y de molibdeno en un medio basico de wszcos. La coloracion azul
produce una absorbancia maxima de 750 nm. La reaccion es de oxido-reduccién en la cual el ion
fenolato es oxidado bajo condiciones alcalinas mientras que el complejo fofomelibdico-
fosfotungstico en el que el reactivo de Folin se reduce y produce una solucién coloreada de azul
{(Maya, 2009} (figura 9).
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Figura 9. Reaccion quimica reactivo de Folin-Ciocalteu.

6.8. Capacidad antioxidante
6.8.1. DPPH

Se preparo el radical DPPH a una concentracion 0.022 mg/mL en metanol para
posteriormente ajustarlo a una absorbancia de 0.7 £ 0.01 en una lengitud de onda de 515 nm. Una
vez ajustado, se tomaron 200 pL de radical DPPH y se agregaron 20 plL de extracto en
microplacas de 96 pozos. Se dejo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente protegidas
de la luz. Posteriormente, se determint la absorbancia a 515 nm en un lector de microplacas
(Thermo Scientific) de 96 pocillos. Se realizd una curva con el estandar Trolox en metanol. Los
resultados fueron expresados como micro moles de equivalente Trolox por gramo de muestra

(umol ET/g muestra). Todas las mediciones se hicieron por triplicado (Gutiérrez et al., 2008)

La técnica se fundamenta en el hecho de queel radical tiene un electrén desapareado y es de
color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por la reaccion de la presencia de una
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sustancia antioxidante, siendo medida espectrofotométricamente a 515 nm (Figura 10) (Ramos,
2008).
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Figura10. Reaccion del radical DPPH con un compuesto antioxidante

6.8.2 ABTS

Se pesaron 19.3 mg de ABTS vy se disolvieron en 5 mL de agua destilada y se mezclé en
vortex. En otro frasco se pesaron 0.0378 g de persulfato de potasio y se le agregd 1 mL de agua
destilada. De la solucién preparada con persulfato de potasio, se tomaron 88 plL v se agregaron
a la solucién preparada con el radical ABTS. Se mezcld en vortex y se dejd reposar en oscuridad
por aproximadamente 12-16 h a temperatura ambiente. Una vez concluido el tiempo de reposo
se tom6 1 mL de la solucién preparada y se adicionaron 88 mL de etanol. Se ajustd a una
absorbancia de 0.7 £ 0.02 en una longitud de onda de 734 nm.

Posteriormente, se tomaron 270 pL de la solucién del radical ABTS** y se le adicionaron
20 pL de extracto. Se dejé reposar durante 30 minutos a temperatura amblente en microplacas
de 96 pozos protegidas de la luz. Posteriormente, se determind la absorbancia a 734 nm en un
lector de microplacas (Thermo Scientific). Se realizé una curva con el estandar Trolox en metanol.
Los resultados fueron expresados como micro moles de equivalente trolox por gramo de muestra
(umol ET/g muestra). Todas las mediciones se hicieron por triplicado (Molyneux, 2004).
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El método ABTS consiste en la generacion del radical ABTS+*, por la reaccidn entre el
ABTS y el persulfato de potasio para producir un color azul verdoso con absorbancias maximas
a longitudes de onda de 415, 645, 734 y 815 nm. En presencia de compuestos antioxidantes se
produce una disminucién de la absorbancia del radical cationico ABTS+", ya que le es transferido
un electrén por parte del antioxidante, por lo tanto de radical ABTS+* (forma oxidada) pasa a su
forma reducida ABTS (Maya, 2009) (figura 11).
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Figura 11. Generacion del radical cationico ABTS*

6.8.3 FRAP

Para la preparacion del reactivo de FRAP se utilizd un regulador de acetato de sodio (4.92
g de acetato de sodio a un volumen final de 200 mL con agua mili Q ajustado a un pH 3.6 con
HCI 6 M), a esta solucién se adicionaron 5 mL de FeCla 20 mM y 5 mL de TPTZ 10 mM en HCI
0.04 M. Se homogenizé muy bien para posteriormente tomar 280 pL de la solucion de FRAP y
adicionar 20 pL de extracto. Se dejd reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente en

microplacas de 96 pozos protegidas de la luz. Posteriormente, se determiné la absorbancia a los
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30 minutos a 638 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific). Se realizé una curva con
el estandar equivalente trolox en metanol. Los resultados fueron expresados como micro moles
de equivalente trolox por gramo de extracto (umol ET/g extracto). Todas las mediciones se

hicieron por triplicado (Benzzie, 1996).

En el ensayo de FRAP la reaccion mide la reduccién del complejo férrico (Fe*-TPTZ) a
ion ferroso (Fe®-TPTZ) causando una coloracion azul intenso con una absorbancia maxima de
593 nm (Benzie, 1996) (figura 12).
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Figura 12. Reaccion de FRAP

6.9. Determinacion de la bioaccesibilidad y digestibilidad in vitro

Se realizo a través de un modelo gastrointestinal in vitro, el cual consistio en la exposicion
de la muestra a enzimas digestivas: amilasa, pepsina y pancreatina, evaluando el contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante segun lo indica la metodologia descrita por Van-
Campen y Glahn (1999) y Tarko et al. (2009).

6.9.1. Sistema de simulacion in vitro del sistema gastrointestinal

Se selecciond a un voluntario aparentemente sano, el cual se lavé los dientes con pasta
dental y el ultimo bocado que probé fue a 90 min antes de la prueba. Se le dieron 15 g de garbanzo
cocido a masticar 15 veces durante 15 segundos. Se homogenizd con 10 mL de agua purificada.
Posteriormente se acidificaron las muestras con HCl 6 M hasta llegar a pH 2. Se adicionaron
22.5 mL de pepsina (315 U/mL) (Sigma, P7012-5G) y 22.5 mL de agua destilada. La muestra se
colocd en un shaker con bafio maria a 80 rpm a 37° C durante 2 horas. Una vez transcurrido
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este tiempo se neutralizaron las muestras a pH 7 con NaHCO3 1.25 M y se agregaron 5.625 mL
de pancreatina (4 mg/mL) (Sigma, P1750-100G). Se homogenizd bien y las muestras se
colocaron dentro de una membrana de dialisis ( sigma D9888- 100FT 12,000 Dalton) previamente
acondicionada (se cortaron 30 cm de membrana y se dejo en agua destilada durante 1 dia). Ya
con la muestra dentro se cerrd la membrana y se instald dentro de una probeta conteniendo 160
mL aproximadamente de buffer fosfato salino 1 M pH 7.4 (Sigma P-3813). Ya instalada la
membrana y en la probeta se sometieron a bafic maria con agitacion a 80 rpm durante 4 horas a
una temperatura de 37°C (figura 13).

Terminado el tiempo asignado, se liofilizé la fraccion que se mantuvo dentro de la
membrana y la muestra que se mantuvo en la probeta. Una vez liofilizadas las muestras se realizo
la extraccién de compuestos fendlicos libres, conjugados y ligados, por la misma metodologia
descrita en el apartado 6.5 de este trabajo. Para realizar las mediciones de capacidad
antioxidante y fenoles totales por la metodologia descrita en el apartado 8 y 7. La capacidad
antioxidante vy fenoles totales de la fraccién de didlisis que pasé a través de la membrana fue
estimada por diferencia. La fraccion que paso a través de la membrana simula el plasma de la
sangre, que es la que lleva los principios activos a las células para su absorcion, en tanto que la
fraccion que permanecio dentro de la membrana simula el intestino con los compuestos que no
fueron absorbidos (Gil-lzquierdo et al., 2002; McDougall et al., 2005; Tarko et al., 2008).
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Figura 13. Simulacion del sistema gastrointestinal in vifro
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6.10. Analisis estadistico

Se realizo estadistica descriptiva, analisis de varianza unifactorial con comparaciones multiples
de Tukey a un nivel de significancia de 5% (p<0.05), utilizando el paquete estadistico Infostat
(version 2008). Los resultados fueron expresados como medias + desviacién estandar de tres

determinaciones.

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Analisis proximal

El analisis proximal o de Weende es uno de los mas conocidos y “probablemente sea el
meétodo mas usado para expresar la calidad nutritiva global de un alimento”. Con el progreso de
la ciencia, en estudios nutricionales se necesita un enfoque mas detallado acerca de los
nutrientes. Sin embargo, el analisis proximal, con todos sus métodos originales, sigue
constituyendo la base del analisis de alimentos con fines legislativos en muchos paises
(Greenfield y Southgate, 2003). Los resultados del andlisis proximal tanto de garbanzo crudo

como cocido se muestran en la Tabla 3.

El contenido de cenizas es una medida del total de minerales presentes en el alimento.
Entre el garbanzo crudo y cocido el valor de cenizas mostro diferencias significativas (p<0.05).
Despues de la coccion se muestra una disminucidn debido, probablemente, a las pérdidas
minerales por lixiviacion en las aguas de remojo y coccién. Un comportamiento similar se obtuvo
en el estudio de Marconi et al. (2000) en donde se muestran drasticas reducciones de cenizas
(70%) en judias y garbanzos tras un tratamiento de coccién. Lo mismo sucedié en garbanzos de
diferentes variedades en el estudio de Aguilera-Gutiérrez (2009). En general, el valor de cenizas
para el garbanzo crudo se encuentra en un rango de 2.5 a 3.4% (Han, 2008; Heiras-Palazuelo et
al., 2013; Herrera, 2014), por lo tanto el contenido de cenizas obtenidos en el presente estudio
estan dentro de este intervalo (2.8%).
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Tabla 3. Analisis proximal en garbanzo crudo y cocido en base seca

Composicion Garbanzo Crudo Garbanzo Cocido
(%) (%)
Cenizas 2.80° £ 0.47 1.75 £ 0.04
Proteina 28407+ 575 18.55 + 2.22
Grasas 6.232 + 0.07 5,35+ 0.08
Fibra total 7.41° £ 0.97 7,200+ 0,82
Carbohidratos* 44 84° + 0.5 67.20"+0.34

*Los carbohidratos e calcularon por diferencia, Media ¢ Desviacidn estandar en base a ires réplicas,
Letras diferentes en la misma fila indica gue existe diferencia estadistica significativa (p=0.05).

Por otra parte, el mayor contenido proteico fue en el garbanzo crudo (28.4%), lo que pone
de manifiesto el alto contenido de proteina de esta lequmbre y su potencial como fuente
alimenticia. Los reportes sobre la cantidad proteica en el garbanzo son muy variados, pues
depende mucho la variedad del grano y las condiciones edafoclimaticas del cultivo entre otros
factores. Por ejemplo, hay reportes desde 7.8% (Muy, 2011), 20.4% (FAO, 2008; Han, 2008),
hasta 47.17-51.94% (Herrera, 2014). Sin embargo, respecto al contenido proteico del garbanzo
cocido (18.55%), disminuyé después de la coccién, probablemente debido a un efecto de
solubilizacién de las proteinas (albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas) en el agua (Pujola
et al.,, 2007). Este mismo efecto se observd en el estudio de Aguilera-Gutiérrez (2009) donde
diminuyo la cantidad de proteina en garbanzo Castellano alrededor de 21.5%. Sin embargo, a
pesar de esta disminucién, la cantidad de proteina que quedd en el garbanzo cocido se sigue
considerando alta en comparacién con ofras legumbres que en crudo presentan los mismos

valores,

De acuerdo a los resultados de la Tabla 3, respecto a la cantidad de grasa también hubo
diferencias significativas (p=0.05) entre las muestras crudas (6.23%) y cocidas (5.35%),
observandose un decremento posterior a la coccién. Segun las referencias consultadas el
intervalo de la cantidad de grasa en garbanzo crudo se encuentra de 3.1 a 6.2%. Chavan (1987)
obtuvo 4.5 % en garbanzo tipo Kabuli, Han (2008) reporto 6.1% en la misma variedad, mientras
Muy et al. (2011) 6.0%, Herrera (2014) reporté 5.7% para la variedad Costa 2004 y 5.6% para la
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variedad Blanoro, y la FAO (2017) mostré 6.2 %. Son escasos los estudios reportados para
garbanzo cocido, sin embargo existe el estudio de Aguilera-Gutiérrez (2009) en el cual no
encontrd diferencias significativas entre el garbanzo Sinaloa crudo y cocido (4.2%), pero si en el
garbanzo Castellano mostrando mayor concentracién de grasa en el cocido (3.8%) que en el
crudo (3.1%). Por lo tanto, la cantidad de grasas de legumbres pueden ser importantes en la
formacién del complejo amilosa-lipidos y tener buen desempefio en la gelatinizacion del almidén
durante la coccion, un fenémeno que tiende a limitar la biodisponibilidad del almidén (Silva et al.,
2010).

Las legumbres presentan un alto contenido de fibra (grupo de polisacéridos) que se refiere
fundamentalmente a los elementos fibrosos de la pared de la célula vegetal que no son
aprovechados por el metabolismo, pero tienen efectos beneficiosos como en la intervencién y
regulacion del metabolismo de carbohidratos y lipidos, ademas regula la funcién intestinal (Gil,
2010). Dentro de los resultados obtenidos, la cantidad de fibra del garbanzo crudo fue de 7.41%
no habiendo diferencia significativa de su contenido después de la coccién. No hay muchos
reportes de fibra en el garbanzo, existe un estudio por Chavan (1987) donde reporté un valor del
8% en garbanzo tipo kabuli, mientras que en el estudio de Polo-Chavez (2012) obtuvo un
promedio de 4.62%, resultados mas bajos que los obtenidos en nuestro estudio.

En general los carbohidratos son el grupo de componentes mayoritarios de las
leguminosas-grano. Como la cantidad de carbohidratos se calculé por diferencia del resto de las
determinaciones, el efecto de la disminucion de algunos de los compuestos como proteinas,
grasas y cenizas, provocd una mayor concentracion de carbohidratos después de la coccidn
(67.2%) respecto al crudo (44.84%). Este mismo comportamiento se observd en el estudio de
Aguilera-Gutiérrez (2009) en garbanzo Castellano cocido presentando 78.4% de carbohidratos a
diferencia del garbanzo crudo (71.4%). Por lo tanto, se deberan realizar mas andlisis detallados
de las fracciones que forman los carbohidratos totales (almidon, fibra y carbohidratos solubles),
excepto fibra porque en nuestro estudio ya se realizo esta cuantificacion. El rango de hidratos de
carbono en garbanzo encontrado en las referencias es de 61 a 75%. Muhammad et al., (2013)
reportaron 66.3%,; Heiras-Palazuelo et al., (2013) obtuvieron valores alrededor del 69% en la
variedad Blanco Sinaloa, la FAO (2017) reportd 61%, y Aguilera-Gutiérrez (2009) reportd un
maximo de 75%. Todas estas cantidades fueron mayores a las reportadas en el presente estudio

en el garbanzo crudo.

De acuerdo al proximal obtenido y en comparaciéon con otfras variedades estudiadas

encontradas en la bibliografia, en el garbanzo crudo variedad Blanoro utilizada en nuestro estudio
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se puede considerar un garbanzo de buena calidad nutricional, ya que es alto en proteina, fibra
y grasa, con una cantidad total mineral aceptable para las legumbres. Con respecto al garbanzo
cocido, a pesar de la disminucion de algunos componentes como cenizas, proteina, y grasa, las
cantidades finales después de la coccién siguen considerandose altas en comparacion con otras

variedades de garbanzo e incluso con legumbres que tienen la misma cantidad en forma cruda.
7.2. Otras determinaciones de calidad
7.2.1. Absorcion de agua y determinacion de dureza

El proceso de hidratacion (remojo) de las legumbres es importante porgue tiene varias
funciones: a) Reduce el tiempo de coccién; b) Permite iniciar la actividad enzimatica que las hace
mas digestivas y ¢) Es necesario para ablandarlas y que se puedan cocinar y comer sin
problemas. Por lo tanto, la determinacion de absorcién de agua vy la dureza durante el remojo es
un indicador de cuando es el tiempo 6ptimo en el que el grano absorbe la mayor cantidad de agua
con menor dureza disminuyendo asi el tiempo de coccion.

En la Figura 14 se muestra el porcentaje de absorcion de agua y los valores de dureza
(Mewtons/g) durante el tiempo de remojo. Se observa que conforme pasa el tiempo la absorcion
de agua incrementa en el grano hasta que llega a la estabilidad a las 8 horas (53%) no
presentando diferencias significativas (p20.05) a partir de este tiempo y hasta el final del remojo,
mientras que en la dureza ocurre el efecto contrario, va disminuyendo hasta que se mantiene

constante de forma proporcional al porcentaje de absorcidn de agua (8 h, 0.37 Newtons/g).
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Figura 14, Absorcion de agua (%) y dureza (Newtons/g) durante el remojo del garbanzo.

41




En el estudio de Romero-Baranzini et al. (2014) donde se estudiaron 8 variedades de garbanzo
provenientes de Sinaloa y Sonora, obtuvieron un rango de tiempo de 2.7 a 6 horas para hidratar
el 100% de los granos en estudio. Sin embargo, Favela (2017) reportd una absorcién de agua del
99.53% durante 24 horas. En nuestro estudio la maxima cantidad de agua absorbida (55 %) fue
a las 22 horas. En otras legumbres como el frijol azufrado, para hidratar el 90% de la semilla se
requirié un tiempo de 8 horas (Barajas 2018). En cuanto a la dureza, el comportamiento fue similar
al estudio de Romero-Baranzini et al. (2014) y de Alvarez et al., (2015). Por lo tanto, el volumen
y la velocidad de absorcién de agua de la semilla depende de su tamafio, dureza y sobre todo de
la permeabilidad de la cuticula. Los garbanzos con mayor cantidad de piel absorben mayor
cantidad de agua en el remojo debido a que posiblemente existe una relacion entre la temperatura
durante la maduracién y el desarrollo del tegumento. Las altas temperaturas pueden inducir
mayor dureza en las semillas, debido a que se produce una deshidratacion rapida de sus capas
externas. La dureza del garbanzo tras la coccién, esta correlacionada negativamente con el
contenido de proteinas, esto quiere decir que el garbanze es mas tierno cuando su contenido de

proteina es mas alto (Lopez, 1996).

7.2.2. Color

Entre las varias caracteristicas del garbanzo de alta calidad, el color es una de las mas
importantes, puesto que influencia la seleccion de nuevas variedades mejoradas en los centros
de investigacion experimentales, y también el precio en el mercado internacional (Romero et al.,
2010). Actualmente no existe una clasificacién de los colores que representen al grano de
garbanzo como referencia objetiva al momento de llevar a cabo la comercializacion, ha sido hasta
el momento por |la percepcién del consumidor. En la tabla 4 se muestran los resultados de color
de garbanzo crudo y cocido. A manera de recordatorio, los resultados fueron reportados por: L*
{luminosidad, donde negro es 0 y blanco es 100), a* (donde +a* es rojo y —a* es verde), y b*

(donde +b* es amarillo y -b* es azul).
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Tabla 4. Determinacion de color de garbanzo crudo y cocido

Garbanzo L* a* b*
Crudo 60.44% + 3.50 6.98° + 0.40 17.74° + 1.25
Cocido 55.45" + 3.81 8.63* = 0.62 22.40°+£1.90

Media + Desviacion estandar en base a diecisiete réplicas. Letras diferentes en la misma columna scn
estadisticamente diferentes (p<0.05).

El valor de luminosidad (L*) fue levemente mas alto en el garbanzo crudo (mas claro) que
en el garbanzo cocido, posiblemente el leve oscurecimiento de éste ultimo fue debido a la
oxidacion provocada por el cocimiento de la muestra. En el diagrama de cromaticidad el valor de
a* fue un poco mas alto en el garbanzo cocido gue el crudo, eso significa que el valor tiene tonos
mas cercanos al rojo que el garbanzo crudo, por lo tanto el garbanzo cocinado es de color mas
intenso que el crudo, sin embargo el valor es muy bajo. Lo mismo ocurri6 con el parametro de b*
donde el garbanzo cocido tiene un valor mayor que el crudo, el cual corresponde a tonalidades
mas amarillentas que el garbanzo crudo (Gujska et al., 1991; Reyes et al., 2002; Hernandez et
al., 2016). Existen dos tonalidades principales en los garbanzos, los blancos y los cafés. En el
estudio de Romero et al. (2010) analizaron 6 tipos de garbanzo blanco y 4 de garbanzo cafe de
la regién Noroeste de México. presentando valores similares a los nuestros en las variedades
estudiadas, sin embargo dentro de esas variedades estudiadas no estaba Blanoro, por lo que
basandonos en los resultados obtenidos en esta investigacion tienen alta luminosidad, con
valores bajos de a* y b* indicando que nuestra muestra tiende a formar parte de la clasificacion

de garbanzo blanco.

7.3. Determinaciéon de compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles libres, conjugados y ligados de garbanzo crudo y cocido se
muestran en la Tabla 5. Tanto en el garbanzo crudo como en el cocido, el orden de los tres tipos
de compuestos fendlicos en cuanto a su cuantificacion fueron similares: ligados > libres >
conjugados. Posterior a la coccion se observé una disminucion de aproximadamente 53, 33 y
22% de los compuestos fendlicos libres, conjugados y ligados respectivamente, indicando que
los libres son mas susceptibles a la temperatura. Probablemente en los conjugados y ligados al

estar unidos a otras moléculas, el efecto de la temperatura es menor en comparacion con aquellos
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gue estan libres. Bajo este contexto, se ha comprobado que los compuestos fendlicos con mayor
numero de sustituyentes, principalmente hidroxilicos y los de menor numero de sustituyentes
metoxilicos son mas faciimente degradados por efecto de la temperatura (Liazid et al., 2007).

En nuestro grupo de trabajo lograron identificar v cuantificar 8 diferentes compuestos de
los extractos fendlicos del garbanzo en estudio (datos no publicados). Entre ellos resorcinal, dcido
galico, acido cafeico, acido siringico, acido clorogénico, quercetina, eugenol y kaempferol. El
acido cafeico fue el compuesto mayoritario para todos los extractos (libres, conjugados y ligados)
seguido de resorcinol y kampferol. Ademas se observé que algunos compuestos fendlicos como
eugenol y kampferol no se encuentran en los extractos cocidos y la quercetina no aparece en los
extractos cocidos de conjugados vy ligados. Por lo tanto, en los fenoles libres predominan
compuestos fendlicos con varios sustituyentes hidroxilicos que consecuentemente fueron mas

susceptibles a la degradacién térmica.

Tabla 5. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales de extractos crudos y cocidos de
garbanzo

Extractos de Crudo Cocido

c?&‘é‘.‘.ﬁi? mg EAG/g P’DF'“;EH" en | g EAG/g P"’F“’[;;ié“ "
Libres 0.62 + 0.01%= 23.84 0.29 + 0.02%2 15.93
Conjugados 0.12 £ 0.01% 4.62 0.08 + 0.03% 4.40
Ligados 1.86 + 0.05% 71.54 1.45 £ 0.03%° 79.67
Total 2.60 +0.04 100 1.82 £ 0.02 100

mg EAG,g: Miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto.

Superindices maydsculas diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0.05).
Superindices minosculas diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
Media = Desviacion estandar en base a tres réplicas,

De acuerdo a Sreerama et al., (2010), demostré que en la periferia del garbanzo (cascarilla
o testa) se encuentra la mayor cantidad de compuestos fendlicos (aproximadamente 56%),
siguiéndole el eje embrionario (33%) y finalmente el cotiledén (11%). Nifio-Medina ef al. (2017)
reportd que en la cascarilla de garbanzo existe 1.61 mg EAC/g, sin embargo estos autores indican
que la mayor proporcion (94%) se encuentra en la fraccién libre y no en la ligada, resultados



opuestos a los nuestros. Esto quiza puede deberse a la variedad del garbanzo y a la forma de
extraccion de los compuestos (Saura-Calixto 2007), que aungue |la metodologia fue muy similar,
la Gnica diferencia es gque en nuestro estudio se realizo la extraccion asistida por pulsos
ultrasénicos por lo que pudo haber gjercido un efecto en la mayor liberacion de los compuestos

fendlicos ligados,

Comparando con ofras leguminosas como &l frijol, se han reportado valores de 0.144 mg
EAG/g en fencles libres, 0.073 mg EAG/g en fenoles conjugados y 0.157 mg EAG/g en fenoles
ligados (Wang et al., 2016), valores mas bajos que los obtenidos en nuestro estudio. Por otro
lado, en el garbanzo cocido blanco Sinaloa 92 se reporté 0.72 mg EAG/g de compuestos fendlicos
totales, cantidades menores a las de nuestro trabajo. Por lo tanto y a pesar de que hubo una
disminucion de los compuestos fendlicos después del cocimiento, se ha demostrado que estos
compuestos son excelentes antioxidantes y que en su mayoria, se requiere de muy pocas

cantidades para ejercer alguna actividad biolégica como lo es la capacidad antioxidante.

7.4. Determinacion capacidad antioxidante

Para la determinacion de la capacidad antioxidante del garbanzo crudo y cocido se utilizaron tres
tipos de radicales: DPPH, ABTS y FRAP.

7.4.1, DPPH

En la Tabla & se muestran los resultados obtenidos por el método de DPPH. Se puede observar
una diferencia significativa (p<0.05) en la capacidad de captacion del radical DPPH entre el
garbanzo crudoe y cocido. Al igual gue los compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante se ve
disminuida después del cocimiento aproximadamente 51% en los libres, conjugados y ligados,
Hay escasa informacion sobre la extraccion de estos tres tipos de extractos fendlicos obtenidos
en el grano cocido, sin embargo para el crude hay dos estudios en los que coinciden que los
compuestos fendlicos ligados presentan la mayor capacidad antioxidante con este radical (Wang
et al., 2016; Nifio-Medina, 2017).

Sin embargo la capacidad antioxidante no estd relacionada proporcionalmente a la

cantidad individual de los compuestos fendlicos, es decir, puede existir un compuesto en menor
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proporcion que otro y conferir la mayor capacidad antioxidante de la muestra. Los grupos
hidroxilo, al estar unidos a un anillo bencénico como en el caso de los polifenoles, presentan la
posibilidad de que el radical libre interaccione con los electrones del anillo, lo que les confiere las
caracteristicas especiales respecto al resto de los alcoholes. Por lo tanto dependerd de su
estructura, en donde se ha comprobado gue a mayor nimero de hidroxilaciones tenga la molécula
mayor serd su capacidad antioxidante (Perez-Perez et al.. 2018). Bajo este contexto, en la
fraccion ligada del garbanzo en estudio que es la que tiene la mayor capacidad antioxidante,
tanto en crudo como en cocido contiene acico cafeico, resorcinol, Acido galico y acido clorogénico
(datos no publicados). Cada una de estas moléculas al menos tiene dos sustuyentes hidroxilo, lo
cual los hace moléculas con buena capacidad antioxidante,

Tabla 6. Determinacion de la capacidad antioxidante de extracto
crudo y cocido de garbanzo por el radical DPFH
Extractos de

Compuestos pmol ET/g muestra
fendlicos
Crudo Cocido
Libres 23.72+ 333" 11.45 £ 3.33%
Conjugados 2823+ 2.35M 14.86 £ 1.8188
Ligados 54.32 + 0.43" 26.38 £ 1.07%°

umaolET/g muestra: micro-moles de equivalentes Trolox por gramo de muestra,

Superindices mayasculas diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0.05)
Superindices mindsculas diferentes en la misma columna sen significativamente diferentes {p<0.05)
Media = Desviacion estandar en base a tres réplicas.

7.4.2. ABTS

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante con el radical
ABTS. Se puede observar el mismo comportamiento que con el radical DPPH en donde el
garbanzo crudo presentd la mayor capacidad antioxidante que en el cocido en libres, conjugados
y ligados, siendo los ligados quienes confirieron la mayor actividad. Sin embargo, después del
cocimiento en la capacidad antioxidante con el radical ABTS, los fenoles libres y conjugados
mostraron un decremento en promedio del 90%. En los fenoles ligados diminuyo 12.8%, menos
que en &l radical DPPH (51%).
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Tabla 7. Determinacion de capacidad antioxidante de extracto crudo y
cocido de garbanzo por radical ABTS
Extractos de

Compuestos pmol ET/g muestra
fendlicos
Crudo Cocido
Libres 10.67 + 3.03* 0.55+ 0.10%
Conjugados 17.13 £ 1.04* 2,28 £ 3.03%
Ligados 34.44 + 0.73% 30.02 £ 0.548°

pmelET/g muestra: micro moles de equivalente trolox por gramo de muestra.

Superindices mayusculas diferentes en la misma fila son significativamente diferentes {p<0.05),
Superindices mindsculas diferentes en la misma columna sen significativamente diferentes (p<0.05),
Media = Desviacién estandar en base a tres replicas,

Ambos radicales estan clasificados con el mismo mecanismo de accion, que es por
transferencia de electrones (SET por sus siglas en inglés), sin embargo, las afinidades de los
compuestos para cada uno de ellos difieren. Por ejemplo, el DPPH reacciona mas con
compuestos fendlicos pero no reacciona con flavonoides carentes de grupos hidroxilo en el anillo
B y tampoco con &cidos aromaticos con un solo grupo hidroxilo (Von Gadov et al., 1997;
Yokozawa ef al., 1898). En tanto que ABTS reacciona con compuestos aromaticos hidroxilados
independienternente que sean fendlicos o no (Prior et al., 2005; Roginsky y Lissi, 2005), Por otra
parte, con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica
(Krishnaiah et al., 2011), mientras que el DPPH disuelto en metanol tiene mayor afinidad a los
compuestos lipofilicos o de baja polaridad (Sharma y Bhat, 2009). Por lo tanto, de acuerdo a la
naturaleza de los compuestos fendlicos que conforman al garbanzo, explica el comportamiento
observado en ambos radicales,

En el estudio de Han (2008), en garbanzo crudo reportd para los compuestos fendlicos
libres 2 uymol ET/g v para los ligados 0.5 ymol ET/g. Para el garbanzo cocido fueron 1.5 pmol
ET/g para los libres y 0.3 ymol ET/g para los ligados. Nifio-Mediana (2017) reporta 12.97 y 6.52
pmol ET/g en los extractos de compuestos fenolicos libres v ligados en garbanzo crudo. Estos
resultados varian considerablemente con nuestro estudio, primeramente porque la muestra que
mas proporciond capacidad antioxidante fue la de los ligados y en segunda en nuestro estudio
fue mayor la capacidad antioxidante observada con el radcial ABTS. Como se menciond en el

47




punto anterior, el método de extraccion pudo influir para estos resultados, ya que en nuestro
estudio utilizamos pulsos ultrasénicos para la extraccién de los compuestos fendlicos ligados,

provocando asi mayor liberacion de ellos.

7.4.3. FRAP

La capacidad antioxidante mediante el método de FRAF (ferric reducing/antioxidant
power) consiste en la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad para
reducir el hierro férrico (Fe*®) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
hasta la forma ferrosa (Fe*?). Esto da una idea de que tanto poder reductor tiene nuestra muestra,
entre mayor poder reductor mayor es la capacidad antioxidante. En la tabla 8 se muestran los
resultados obtenidos con esta técnica de extractos de garbanzo crudo y cocido. Se puede
observar que el poder reductor se encuentra en un rango de 0.016 a 0.73 pmol ET/g en el
garbanzo crudo, resultados similares a los obtenidos por Segev et al., (2010, 2011 y 2012).

Al igual que las técnicas antioxidantes anteriores, se observé una disminucion del poder
reductor por efecto de la temperatura en aproximadamente el 50% excepto en los compuestos
fendlicos conjugados que no tuvieron diferencia estadistica significativa (p<0.05). El efecto de la
temperatura en garbanzo en diferentes condiciones de cocimiento, horneado, asado y freido se
ha estudiado por Segev et al., (2011 y 2012) donde coinciden en una disminucion en la actividad
antioxidante por FRAP. Nuevamente los compuestos fendlicos ligados fueron los que presentaron

mayar poder reductor.
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Tabla 8. Determinacién de capacidad antioxidante de extracto crudo
y cocido de garbanzo por radical FRAP

Extractos de
Compuestos pmol ET/g muestra
fendlicos
Crudo Cocido
Libres 0.138 +0.004% 0.061 + 0.004"®
Conjugados 0.016 = 0.001=* 0.018 + 0.002%4
Ligados 0.729 £ 0.049%* 0.311 £ 0.005%®

pmclET/g muestra: micro moles de equivalente trolox por gramo de muestra

Superindices mayisculas diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0.05}
Superindices mindsculas diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05)
Media = Desviacién estdndar en base a tres replicas

7.5. Sistema de simulacion gastrointestinal in vitro

La determinacion de la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos en el garbanzo cocido
se realizé en un modelo gastrointestinal in vitro, donde después de haber pasado el proceso del
masticado y la exposicion a las enzimas pepsina y pancreatina, se obtuvo una fraccién dializada
gue representa el paso de los fenoles bioaccesibles a traves del intestino, mientras que la fraccién
no dializada representa la muestra que no es digerida ni absorbida en el intestino delgado y pasa
al colon en forma de heces fecales (Hithamani., 2014; Gil-lzquierdo et al., 2002; McDougall ef al.,
2005; Tarko et al., 2009).

En la tabla 9 se puede apreciar el contenido de fenoles totales, donde los extractos libres,
conjugados vy ligados tienen diferencia significativa (p<0.05) entre la fraccién dializada y la no
dializada. Se observan valores mayores en las fracciones dializadas frente a las No dializadas en
los extractos libres y conjugados, lo cual quiere decir que existe mayor cantidad de compuestos
fendlicos bioaccesibles debido a la influencia de las enzimas digestivas, y por lo tanto estos
compuestos se encuentran blodisponibles. Por otro lado los fenoles ligados son los que estan
menos accesibles para ser absorbidos facilmente por el intestino delgado, ya que como se
menciono anteriormente estan unidos a la matriz alimentaria o a la pared celular por enlaces mas

fuertes como los esteres. Generalmente, para este tipo de enlances se requieren enzimas muy
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especificas que no se encuentran en el organismo, por consiguiente, la microbiota juega un papel
importante agui, ya que se ha comprobado que la microbiota puede liberar este tipo de

compuestos por las enzimas esterasas que poseen (Perez-Perez ef al., 2018).

Tabla 9. Cuantificacién de compuestos fendlicos en un sistema
gastrointestinal in vitro en fracciones no dializadas y
dializadas de extractos libres, conjugados y ligados
de garbanzo cocido

Extractos de

Compuestos Fraccién m“?ui:t?;g
fendlicos
Inicial 0.29 + 0.02
LIBRES No dializada 0.07 + 0.0°
Dializada 0.20 + 0.2¢
Inicial 0.08 £ 0.03
CONJUGADOS No dializada 0.01 £ 0.3
Dializada 0.06 £ 0.37
Inicial 1.45+ 0.03
LIGADOS No dializada 0.99 + 0.0¢
Dializada 0.26 % 0.1?

mg EAG/g muestra: miligramos de equivalente de dcido gélico por gramo de muestra
Superindices diferentes son significativamente diferentes (p<0.05)

Media = Desviacidn estandar en base a tres réplicas

La presencia de compuestos fendlicos asociados a |a fibra de la matriz alimentaria es una
caracteristica comun en los alimentos vegetales. El complejo grupo de polisacaridos que forman
a la fibra puede actuar atrapando los compuestos fendlicos o bien formando interacciones
quimicas con ellos. Los compuestos fendlicos poseen anillos aromaticos hidrofébicos y grupos
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hidroxilo hidrofilicos con la capacidad de enlazar polisacaridos y proteinas en la superficie de la
pared celular, lo que puede restringir el tamafio de las moléculas. Estas interacciones también
pueden depender de la porosidad especifica y propiedades de la superficie. El tamafio de los
poros de la pared celular puede variar de 4 a 10 nm de diametro, que pueden restringir la
penetracion de los compuestos fenélicos con masas moleculares mas grandes a 10 kDa
(equivalente a 34 unidades de catequina) (Saura-Calixto, 2010; Quirés-Sauceda et al., 2011). Por
tal motivo, lo anterior pudiese explicar por qué la bioaccesibilidad de los compuestos ligados es
menor que los libres de acuerdo a los resultados obtenidos.

Los estudios relacionados a la digestién in vitro de los compuestos fendlicos en garbanzo
son muy escasos, solo se encontrd el estudio de Hithamani (2014) en garbanzo germinado cocido
en donde indican que para la fraccién dializada se observé una cantidad de 1.33 mg EAG/g de
fenoles totales, resultados similares a los nuestros. Sin embargo, se han reportado este tipo de
estudios en legumbres como el frijol carita (0.84 mg EAG/g) (Mtolo, 2017) v el frijol cargamanto
(0.28 mg EAG/g) (Chen, 2015).

Adicionalmente a los compuestos fendlicos, también se midio la capacidad antioxidante por los
métodos DPPH, ABTS y FRAP, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10. La mayor
capacidad antioxidante observada fue en la fraccién dializada por parte de los extractos
conjugados, mientras que en la no dializada fueron los compuestos ligados en los tres métodos
analizados. La capacidad de ejercer el potencial antioxidante de los compuestos fendlicos va a
depender de su bioaccesibilidad en el alimento y su biodisponibilidad en el tracto gastrointestinal
(Saura- Calixto, 2010). Por lo tanto vy de acuerdo a los resultados obtenidos, los fenoles ligados
al no ser liberados de la matriz alimentaria por las enzimas digestivas, no son bioaccesibles,
consecuentemente se encontrd la mayor capacidad antioxidante en la parte no dializadsa,
confirmando que se requiere |a intervencion de la microbiota intestinal para lograr liberar estos
compuestos y poder ejercer su actividad biolégica.

Estudios similares se han realizado con otras legumbres y cereales pero cuantificando la
actividad antioxidante de los fenoles totales y no fraccionados (libres, conjugados vy ligados), por
ejemplo en frijol (Puerts et al., 2016), arroz cocido y salvado de trigo (Perez, 2007). En todos
estos estudios determinaron que al menos se mantiene el 70% de la capacidad antioxidante
respecto a la inicial en |a parte dializada (resultados similares a los nuestros) e incluso en algunos
casos llega a aumentar debido a la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos. Sin embargo,

la cantidad de los fencles ligados estad subestimada en la mayoria de los alimentos, por lo que

51




esto podria ser un area de oportunidad para en estudios futuros tener la intervencion completa

de los compuestos fendlicos.

Tabla 10. Determinacién de capacidad antioxidante en fracciones no dializadas y dializadas de
extractos libres, conjugados y ligados de garbanzo cocido.

Extractos de

Compuestos Fraccion pmol ET/g muestra
fenolicos
DPPH ABTS FRAP

LIBRES Inicial 11.45 + 3.33 0.55+0.10 0.061 £ 0.004
No dializada 7.73* 0 574220 0.0740.01
Dializada 9.08+16 8.51% + 0.4 0.0+0.0

CONJUGADOS Inicial 14.86 + 1.81 228+ 3.03 0.018 + 0.002
No dializada 0.08+00 0.0+ 04 0.0 +0.63
Dializada 22.88°+0 20,445 £ 0.3 0.49 +0.16

LIGADOS Inicial 26.38 £ 1.07 30.02+0.54 0.311 + 0.005
No dializada 33.34%+ 0.4 32,19+ 1.6 0.89 +0.02
Dializada 08+23 5.05°+ 1.6 0.0

umelET g muestra: micro moles de equivalente trolox por gramo de muestra

Superindices maydsculas diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0.05)

Superindices minusculas diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05)

Media = Desviacidn estindar en base a tres replicas
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VIIl. CONCLUSIONES

El garbanzo crudo y cocido variedad Blanoro se puede considerar un garbanzo blanco de
buena calidad nutricional, ya que es alto en proteina, fibra y grasa, a pesar de que se
observé disminucién de algunos componentes después del cocimiento, las cantidades
finales siguen considerandose altas en comparacion con otras variedades de garbanzo e
incluso con legumbres que tienen la misma cantidad en forma cruda.

Se logro determinar que la obtencién de la fraccién ligada de los compuestos fenclicos en
el garbanzo reguieren de métodos asistidos como los pulsos ultrasénicos para obtener
mayor cantidad de ellos y estimar de forma mas precisa la cantidad de fenoles totales.
La capacidad antioxidante y los compuestos fendlicos se vieron afectados por el
cocimiento ocasionando una disminucion de los mismos.

A pesar de que la fraccion ligada presentd la mayor cantidad de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante antes de la digestion, se determiné en el sistema gastrointestinal
in vitro, que requieren la intervencién de la microbiota intestinal para liberarlos de la matriz
alimentaria para hacerlos mas bioaccesibles y biodisponibles, a diferencia de los

conjugados que son bioaccesibles por las enzimas digestivas.
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