UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y NUTRICION

CALIDAD NUTRICIONAL IN VITRO DE LA FRACCION PROTEICA
DE HABA (VICIA FABA)

POR:

VICTOR ANDRES AYALA RODRIGUEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN NUTRICION

MONTERREY, NUEVO LEON, MEXICO NOVIEMBRE, 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS EN NUTRICION

'UANL | FaSPyN

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON | Facultad de Salud Publica y Nutricion

CALIDAD NUTRICIONAL IN VITRO DE LA FRACCION PROTEICA
DE HABA (VICIA FABA)

POR

VICTOR ANDRES AYALA RODRIGUEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN NUTRICION

DIRECTOR DE TESIS

DR. EN C. JESUS ALBERTO VAZQUEZ RODRIGUEZ

MONTERREY, NUEVO LEON, MEXICO NOVIEMBRE, 2021



DRA. EN C. BLANCA EDELIA GONZALEZ MARTINEZ
SUBDIRECTORA DE INVESTIGACION, INNOVACION Y POSGRADO

FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y NUTRICION, UANL

PRESENTE:

Por este conducto le comunicamos que hemos concluido la direccién de la tesis titulada:
“Calidad nutricional in vitro de la fraccion proteica de haba (Vicia faba)”, presentada por el
LN Victor Andrés Ayala Rodriguez con la finalidad de obtener el grado de Maestria en

Ciencias en Nutricion.
Sin otro particular, le enviamos un cordial saludo.

Atentamente
“Alere Flamma Veritatis”

Monterrey, Nuevo Ledn a noviembre de 2021

Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez

Director



COMITE DE EVALUACION DE TESIS

El comité de Evaluacion de Tesis APROBO la tesis titulada: “Calidad nutricional in vitro de
la fraccién proteica de haba (Vicia faba)”, presentada por LN Victor Andrés Ayala Rodriguez

con la finalidad de obtener el grado de Maestria en Ciencias en Nutricion.

Monterrey, Nuevo Ledn a noviembre de 2021

Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez

Presidente

Dra. en C. Blanca Edelia Gonzéalez Martinez Dr. en C. Carlos Abel Amaya Guerra



Agradecimientos
A Dios.

...Sea bendito el nombre de Dios desde la eternidad hasta la eternidad; porque suya es la
sabiduria y el poder. Y El cambia los tiempos y las sazones; quita reyes, y pone reyes; da

la sabiduria a los sabios, y la ciencia a los entendidos.

Dn 2:20 - 21



Tabla de contenido

RESUMIBN. ...ttt e e e e e e s e e et e e e e e s s R e e e e e e e e e e s s s nnnrn e e e e e e e e s s annrnnes 1
Y 0] 1= To! ST PP S PPPRPPPPPRRP 2
(IR a1 eTo [¥ ToT ot o] o H PSPPI 3
LY g1 (ST ot=T0 (=] o (=SSR 4
2. LEQUIMINOSAS. ....eeieiiiieee ettt ettt et e e e bt e e et b et e e e bbb e e e e e s b et e e e anbee e e e e nnnneeas 4
2.1 Haba (ViCIa faDa) ......oeiiiiiiiie e 5
2.1.1 ANteCedentes NISTONCOS ........uuiie ittt 5
2.1.2 CURIVO Y COSECNA ... ..uiiiiiiee it e e e e e e e e e e et araeeeeeas 5
2.1.3 PTOUUCCION ...ttt sttt e e 6
2.1.4 Beneficios del haba al medio ambiente............cccoooiiii 6
2.1.5 ComposiCION NULMCIONAL...........uviiiiiee e e e e e eeeeas 7
2.1.6 Caracteristicas de la fraccion proteica del haba ..........cccccccooviiiiiin e, 7

2.2 Obtencidn y aplicaciones de concentrados y aislados proteicos de haba................. 10
2.3 Importancia nutricional de la proteina vegetal ............cccovveeiee i 11
2.4 Digestion gastrointestinal de 1as proteinas ........cccccoeeciiieieiie i 12
2.4.1 Digestion in vitro y bioaccesibilidad de las proteinas........c.cccccoeecviieeieeeennicnnee, 16

2.5 Péptidos bioactivos de proteinas vegetales..........cccooociiiiieiiei e 17
2.5.1 Péptidos bioactivos y la importancia de sus efectos biolégicos ......................... 18

T HIPOIESIS .ot e e e e e e et e e e e e e e s e e ab b e e e e e aaeesssaatbbaaeeaeaeeseannreees 22
@ o] =] 1)/ 1= 22
o @ o] =11 AV o o =3 =T - | SRR 22
4.2 ODJetiVOS E€SPECITICOS .....uiiiiiie ittt 22
VALY, [=] (ol (o] (oo | - VTSRS PR TR 23
5.1 DiSEMN0 A ESTUTIO ....eeeiiiiiiiie ettt e e e e e e 23
5.2 Estrategia general de disefio experimental...........ccoouvveiiiiiiie e 23
5.2.1Material, @QUIP0 Y TEACTIVOS ........cciuuriieiiiieie it ee et ee e 24



5.3 Preparacion de 1a MUESTIA ........ooiiiiiiiieeiiiee et 25

5.3.1 Obtencion de la harina de haba COCIda............coviiiiiiiiiiiiiee e 25
5.3.2 Obtencion de la harina de haba Cruda ...........ccccoooiiieie i 25
5.3.3 Obtencidn de concentrados proteicos de harina de haba ...........ccccccvveeeiinnee, 26
5.4 Andlisis proximal de harinas y concentrados proteiCoS ..........cccoeevvvvereeeeeseieicivvneennn. 26
5.4.1. Determinacién de humedad (AOAC 14.003).......cccociiiririieeeeiiiiiiiree e e e 27
5.4.2 Determinacion de cenizas (AOAC 14.006) ........ccovviiiiiiieieeeeeiieiiieree e 27
5.4.3 Determinacién de proteinas (AOAC 992.23).......ccoiiiiiiiiiiiee e 27
5.4.4 Determinacion de extracto etéreo (AOAC 7.056) ......cccceeeeeeeiiiiiiiiiieeeee e, 28
5.4.5 Determinacién de fibra cruda (AOAC 962.09) ........cccciiieieeeeeiiiicreee e 28
5.4.6 Calculo extracto libre de nitrégeno por diferencia..........cccccceevviiiiiiieeiieeeenccnnee, 29
5.5 DiIgESHION N VILIO ..ttt e e e e et e e e e e e e s e st r e e e e e e e e s s ntbraeeeeens 29
5.5.1 Cuantificacién de proteina de las muestras digeridas ..........c.coccvvvveeeeeeeriicnnne, 31
5.5.2 Determinacién de digestibilidad proteica in Vitro..........cccccceeeeeiiiiiiiiieecee e, 32
5.5.3 Bioaccesibilidad de las proteinas digeridas ...........ccccevieeeiiieeiieeniee e 32
5.5.4 Cinética de liberacion proteica de las muestras digeridas...........c.ccceevvveeenieenne. 33
5.6 Electroforesis (SDS-PAGE)........ooo ittt 33
5.7 Evaluacion de pardmetros NULHCIONAIES: .........ccoiieiiiieeiiiee e 34

5.7.1 Determinacién cromatografica liquida de alto rendimiento de aminoécidos libres

(o [N P T 1 1S (1] (= TR 34

5.7.2 Aminoacido esencial limitante, Puntuacibn de aminoacidos esenciales,

Puntuacién de aminoacidos corregida por la digestibilidad de las proteinas in vitro e

indice de eficiencia proteica eStMAUO. ..........c.ccevevereereieeeeee et e 35

5.8 ANAIISIS @STAAISTICO ......vvieiiiiieiiei e 36
VI RESURBUOS ...ttt a e e s e e e e s e e e e annneeas 37
6.1 Rendimiento de la extraccion proteica de harina cruda.........c.ccoccvveevviiieeeiicieee e, 37
6.2 Analisis proximal de harinas y aislado proteico ...........cccceeiiieiiiieeiiiie e 37
6.3 Determinacion de digestibilidad proteica in VItro...........cocceeiiiiiiieciieeeceeeeeeee 38

Vi



6.4 Bioaccesibilidad de la proteina de las muestras digeridas............ccccovvveeeiiiieneennnee 39
6.6 Cinética de liberacion proteica de las muestras sometidas a la digestion in vitro .... 39
6.7 Electroforesis (SDS-PAGE)........ouiiiiiiiiee ettt 43
6.8 Evaluacion de parametros NULHCIONAIES: .........ccuuviiiiiiiiee e 50

6.8.1 Determinacion cromatografica liquida de alto rendimiento de aminoacidos libres
de las muestras, Aminoacido esencial limitante, Puntuacibn de aminoacidos

esenciales, Puntuacion de aminoacidos corregida por la digestibilidad de las proteinas

in vitro e indice de eficiencia proteica calculado ................cceeeeevevereeceeeeeeeeeee e, 50

VI DISCUSION ...ttt ettt ettt e bt ekt e e b e e e bb e e e abe e e ettt e sabe e e eabeeesnbeeeenbeeeanes 52
7.1 Rendimiento de la extraccion proteica de harina cruda...........coccvvveeviiiieeeiniiene e 52
7.2 Andlisis proximal de harinas y aislado proteiCo ...........cceeeiuriieiriieeee i 54
7.3 Determinacién de digestibilidad proteica in VItro..........ccoceeeiiieiiiieiiiecce e 56

7.4 Bioaccesibilidad y cinética de liberacion proteica de las muestras sometidas a la

(o 1o =S 0T T 0 AV 11 (o PR 59
7.5 Electroforesis (SDS-PAGE)........cui et 63
7.6 Evaluacion de pardmetros NULHCIONAIES .........eevviiiiiiiiiiiiiiee e 65

7.6.1 Determinacion cromatogréafica liquida de alto rendimiento de aminoacidos libres
de las muestras, Aminoacido esencial limitante, Puntuacibn de aminoacidos

esenciales, Puntuacion de aminoacidos corregida por la digestibilidad de las proteinas

in vitro e indice de eficiencia proteica calculado ...............cccceveeeriveeiieececeecceee e 66
RV 1 IR o T o (U] T = RSP 69
Q=1 o] 0T T = - NPT 70

Vi



Tabla

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Lista de tablas

Produccién mundial de las principales leguminosas

Produccion mundial de haba

Composicion nutricional del haba seca y cruda por 100g

Perfil proteico del haba seca

Contenido de aminoécidos en 100 g de haba madura y cruda

Efectos bioldgicos de diferentes péptidos contenidos en las leguminosas
Preparacion de soluciones madre para digestion in vitro

Porcentaje de rendimiento de diferentes extracciones proteicas y su
contenido de proteina

Composicion proximal de harina cruda, harina cocida, aislado proteico y
concentrado proteico con polifenoles

Porcentaje de digestibilidad proteica in vitro de harina cruda, harina cocida,

aislado proteico y concentrado proteico con polifenoles

Porcentaje de bioaccesibilidad de harina cruda, harina cocida, aislado
proteico y concentrado proteico con polifenoles

Velocidad promedio de proteina total liberada (mg/mL) in vitro
Proteina total liberada (mg/mL) in vitro
Cinética de liberacion (mg/mL por min) in vitro

Peso molecular de las proteinas identificadas mediante SDS-PAGE en la
harina de haba cruda

Peso molecular de las proteinas identificadas mediante SDS-PAGE en la
harina de haba cocida

Peso molecular de las proteinas identificadas mediante SDS-PAGE en la
harina aislado proteico sin polifenoles

Peso molecular de las proteinas identificadas mediante SDS-PAGE en la
harina concentrado proteico con polifenoles

Comparacion del perfil de aminoacidos y parametros nutricionales de harina
cruda, harina cocida, aislado proteico y concentrado proteico con polifenoles

VIiI

Pagina

18

30

37

38

38

39

40
41

41

44

45

46

47



Figura

10

11

12

Lista de figuras

Digestién de las proteinas alimentarias

Metabolismo de las proteinas alimentarias

Esquema general del disefio experimental

Esquema general del proceso para la digestion in vitro
Proteina total liberada (mg/mL) in vitro

Cinética de liberacion (mg/mL por minuto) in vitro

Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el perfil
electroforético de Harina de haba cruda

Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el perfil
electroforético de Harina de haba cocida

Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el perfil
electroforético de aislado proteico sin polifenoles

Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el perfil
electroforético de concentrado proteico con polifenoles

Perfil electroforético por eso molecular de las proteinas de APS y CPP

Perfil electroforético por eso molecular de fraccion proteica de harina cruda y
harina cocida

Pagina
13
14
23
31
42

42

44

45

46

47
48

49



°C

pL

pm
AA
ASP
CHO
CMH-I
CPP
CSP
Cys
DPIV
EAAS

ECA

FAO

FGS
FIS
FSS
h
HCI
HCI
KCI
kDa

KH2PO4

Nomenclatura

Grado Celsius

Microlitros

Micrémetro

Aminoacidos

Aislado proteico sin polifenoles
Carbohidratos

Antigenos de histocompatibilidad de clase |
Concentrado proteico con polifenoles
Concentrado proteico sin polifenoles
Cisteina

Digestibilidad proteica in vitro
Puntuacion de aminoacidos esenciales
Enzima convertidora de angiotensina

Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

Fluido gastrico simulado

Fluido intestinal simulado

Fluido salival simulado

Hora/s

Acido clorhidrico

Hidroxido de sodio

Cloruro de potasio

Kilodalton, unidad de masa atomica

Fosfato de potasio monobasico



L

M

Met

MgCI2(H20)6

min

mL

N

NaCl
NaHCO3
OPA

Pb

PDCAAS-IV

PPARy

SDS

SDS-PAGE

TCA

TEMED

Litro

Molar

Metionina

Cloruro de magnesio hexahidratado
Minuto/s

Mililitro

Nitrégeno

Cloruro de sodio
Bicarbonato de sodio
0-Ftalaldehido
Péptidos bioactivos

Puntuacién de aminoacidos corregida por la digestibilidad de las
proteinas in vitro

Receptor activado por proliferadores peroxisémicos gamma
Dodecilsulfato de sodio

Electroforesis unidimensional desnaturalizante en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

Acido tricloroacético

Tetrametiletilendiamina

Xl



Resumen
El haba (Vicia faba) es apreciada por su valor nutricional y alto contenido en proteinas. Su
componente proteico presenta actividad antifiingica, anticancerigena, hipocolesterolémica,
antioxidante, entre otras. Algunos de estos beneficios son atribuidos a proteinas y péptidos
biologicamente activos que son liberados de la matriz alimentaria, y son bioaccesibles para
ejercer su efecto funcional en diversos sistemas bioldgicos. Sin embargo, el aislado proteico
de haba se ha estudiado poco hasta ahora. El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad

nutricional in vitro de la fraccion proteica de haba (Vicia faba) y su potencial funcional.

Se avalud la fraccion proteica de semillas maduras de haba cruda y cocida. La extraccion
proteica de la harina desengrasada de semilla de haba cruda se llevé a cabo mediante la
precipitacion acida (pH 4) con el punto isoeléctrico. Se realiz6 la determinacion
cromatogréfica liquida de alto rendimiento de amino&cidos libres. Las muestras fueron
sometidas a una digestion gastrointestinal in vitro, y se dializaron durante 180 min para
simular la absorcion intestinal. La bioaccesibilidad se estimé a través del porcentaje de
proteina dializada cuantificada con el método Scopes. Después de la digestion in vitro, la
fraccion proteica fue analizada mediante electroforesis desnaturalizante en geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE). La calidad nutricional se determiné mediante técnicas in vitro.

El aislado proteico sin polifenoles (ASP) mostré un rendimiento de extraccion de 16.97 +
0.56%, con la mayor concentracion proteica de 94.39 + 0.76%. El tratamiento térmico
aumento significativamente (0<0.05) la digestibilidad proteica in vitro en la harina de haba
cocida (94.15 + 2.45%). EI ASP y el concentrado proteico con polifenoles (CPP) mostraron
la mayor bioaccesibilidad, 29.85 + 1.88 y 33.19 + 1.65%, respectivamente, sin diferencias
significativas (0>0.05). El andlisis mediante SDS-PAGE revel6 la presencia de péptidos de
bajo peso molecular (<15 kDa) bioaccesibles en la harina cruda, ASP y CPP. El aminoé&cido
esencial limitante en las cuatro muestras pertenece a los AA azufrados (Met + Cys). La
puntuacién de aminoacidos esenciales aumento en la harina de haba sometida al proceso
de coccién respecto a la cruda (0.61 contra 0.78). La PDCAAS-IV (%) aumentd
significativamente (0<0.05) después del tratamiento térmico, de 19 hasta 73%, en la harina

cruda y la harina cocida, respectivamente. El mayor E-PER (2.15) se obtuvo en el ASP.

La fraccién proteica de haba (Vicia faba) presenté una calidad nutricional in vitro y
propiedades potenciales para su uso como ingrediente funcional en el desarrollo y
formulacion de nuevos alimentos. Se deben realizar mas investigaciones para promover el
uso de la fraccion proteica de haba, debido a que actualmente esta infrautilizada.

1



Abstract

The broad bean (Vicia faba) is appreciated for its nutritional value and high protein content.
Its protein component has antifungal, anticancer, hypocholesterolemic, and antioxidant
activity, among others. Some of these benefits are attributed to biologically active proteins
and peptides that are released from the dietary matrix, and are bioaccessible to exert their
functional effect in various biological systems. However, the bean protein isolate has so far
been little studied. The objective of this study was to evaluate the in vitro nutritional quality

of the faba bean (Vicia faba) protein fraction and its functional potential.

The protein fraction of mature raw and cooked broad bean seeds was evaluated. The protein
extraction of the defatted raw bean seed flour was carried out by acid precipitation (pH 4)
with the isoelectric point. High performance liquid chromatographic determination of free
amino acids was carried out. The samples were subjected to in vitro gastrointestinal
digestion and dialysed for 180 min to simulate intestinal absorption. Bioaccessibility was
estimated through the percentage of dialyzed protein quantified with the Scopes method.
After in vitro digestion, the protein fraction was analyzed by denaturing electrophoresis on
polyacrylamide gels (SDS-PAGE). The nutritional quality was determined by in vitro

techniques.

The protein isolate without polyphenols (ASP) showed an extraction yield of 16.97 + 0.56%,
with the highest protein concentration of 94.39 £ 0.76%. The heat treatment significantly
increased (p <0.05) the in vitro protein digestibility in the cooked bean flour (94.15 + 2.45%).
The ASP and the protein concentrate with polyphenols (CPP) showed the highest
bioacessibility, 29.85 + 1.88 and 33.19 £ 1.65%, respectively, without significant differences
(p> 0.05). Analysis by SDS-PAGE revealed the presence of bioaccessible low molecular
weight peptides (<15 kDa) in raw flour, ASP and CPP. The limiting essential amino acid in
the four samples belongs to sulfur AA (Met + Cys). The essential amino acid score increased
in bean flour subjected to the cooking process compared to raw (0.61 vs. 0.78). PDCAAS-
IV (%) increased significantly (p <0.05) after heat treatment, from 19 to 73%, in raw flour

and cooked flour, respectively. The highest E-PER (2.15) was obtained in the ASP.

The protein fraction of broad bean (Vicia faba) presented an in vitro nutritional quality and
potential properties for its use as a functional ingredient in the development and formulation
of new foods. More research should be done to promote the use of the bean protein fraction,

since it is currently underutilized.



l. Introduccién

La haba (Vicia faba) es uno de los cultivos méas antiguos y valorado en la alimentacion,
ocupando el quinto lugar de produccién entre diferentes leguminosas en el mundo. Tiene
gran importancia en la dieta debido a su alto contenido de proteina y la presencia de
compuestos bioactivos, que han demostrado su potencial en el mantenimiento de la salud
humana y la prevenciéon de enfermedades (FAO, 2016). En México ocupa el tercer lugar en
la produccién de leguminosas y su cultivo se ha incrementado hasta un 10% anual con una

produccion de 36 mil 334 toneladas al afio (Gaucin, 2016).

El consumo de proteinas vegetales tiene un creciente interés a nivel mundial debido a sus
beneficios nutricionales, funcionales, sostenibles, ambientales y culturales. La haba es una
importante fuente de proteina vegetal y se puede utilizar de muchas formas, ya sea
mediante el consumo directo o como fracciones (harinas, concentrados y aislados
proteicos) en alimentos preparados o procesados. El estudio de las proteinas de haba es
de especial interés por su valor nutricional y funcional. La proteina extraida de la haba se
puede utilizar dentro de un producto en polvo en diferentes productos alimenticios (Alpizar-
Reyes et al, 2018). Ademas, la hidrolisis de estas proteinas puede crear nuevas
aplicaciones alimentarias al modificarse sus propiedades biolégicas, nutricionales vy
funcionales. Los tratamientos proteoliticos rompen la secuencia primaria, produciendo
aminoacidos y péptidos bioactivos que han reportado beneficios biolégicos como
actividades antioxidantes, antihipertensivas, antimicrobianas, anticancerigenas y actividad
inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La protedlisis también puede
modificar las propiedades nutricionales ofreciendo la ventaja significativa de eliminar los
compuestos antinutricionales y aumentar la digestibilidad de la fraccién proteica y la
bioaccesibilidad de Pb (Samaei et al., 2020)

La haba es una fuente de proteina vegetal con importantes propiedades bioldgicas y
actualmente esta desaprovechada. Se deben realizar otros esfuerzos para promover el uso
de la fraccion proteica de haba para productos de valor nutricional 6ptimo y aceptabilidad
por parte del consumidor (Coda et al., 2017). Una forma de aumentar el consumo de faba,
es transformar la fraccion de proteina en componentes alimentarios funcionales de alta
calidad. Las actuales aplicaciones funcionales del aislado proteico de haba y su uso siguen
siendo limitadas, en parte debido a la escasa comprension de las relaciones estructura-
funcion (Buhler et al.,, 2020), por lo tanto, esta investigacion busca determinar las

propiedades quimicas y nutricionales in vitro de la fraccion proteica de haba (Vicia faba).



Il. Antecedentes

2. Leguminosas

Las leguminosas pertenecen a la familia Leguminosae o Fabaceae; sus semillas han jugado
un papel importante en la mayoria de las culturas y civilizaciones. Su cultivo e incorporacion
a la dieta humana bésica y su preparacion como alimentos datan de 7000 a. C. Las
leguminosas ocupan un lugar importante en la nutricibn humana, especialmente en los

habitos alimenticios de bajos ingresos (Sanchez-Chino et al., 2015).

Las leguminosas de mayor produccion en todo el mundo (Tabla 1) son soya (Glycine max),
siendo esta la més industrializada, frijol (Phaseolus vulgaris), chicharo (Pisum sativum),
garbanzo (Cicer arietinum), lentejas (Lentis esculenta), y habas (Vicia faba) (Sanchez-Chino
etal., 2015).

Tabla 1. Produccion mundial de las principales leguminosas

Producto Toneladas
Soja 348,712,311
Frijoles 30,434,280
Chicharo 21,225,579
Garbanzos 17,192,188
Lentejas 6,333,352
Haba 4,923,090

Fuente: FAOSTAT, 2018.

Las leguminosas son un alimento con diversas propiedades nutricionales, presentando
multiples beneficios. Contienen un alto valor nutricional, concretamente son buena fuente
de proteinas y carbohidratos (CHO). Una caracteristica que distingue y convierte a las
leguminosas en un grupo alimenticio especial es que sus CHO, aunque estan presentes en
proporciones significativas, se digieren lentamente, por lo que leguminosas pueden
considerarse alimentos de bajo indice glucémico, ayudando a prevenir la resistencia a la

insulina (Jenkins et al., 2012).

Sus propiedades nutraceduticas en parte se deben a la presencia de compuestos bioactivos,
como proteinas y péptidos. Se ha demostrado que algunos tipos especificos de proteinas
como las lectinas (proteinas unidas a CHO) exhiben propiedades anticancerigenas in vitro
(RAW264.7, HT-29 cancer de colon humano) (Rao et al., 2018; Prabhu & Rajeswari, 2018).
Ademas, disminuyen la tasa de incidencia de las principales enfermedades que afectan la
salud a nivel mundial, como afecciones del corazon, diversos tipos de cancer y las algunas

enfermedades neurodegenerativas (Hidalgo et al., 2018).
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2.1 Haba (Vicia faba)

2.1.1 Antecedentes historicos

El haba (Vicia faba), también conocida como frijol ancho, frijol de caballo o frijol de campo,
es un cultivo antiguo. Se cree que fue domesticado en la Media Luna Fértil, region que
corresponde a parte de los territorios de Levante mediterrdneo, Mesopotamia y Persia,
durante la era neolitica 9,000 - 10,000 afios antes del presente (ljaz et al., 2018). El haba
se ha asociado con la domesticacion temprana de los cultivos segun registros
arqueologicos que datan de la Edad de Piedra, Bronce y Hierro en la Cuenca Mediterranea:
en Espaifia, Italia, Francia, Suiza, Alemania y en el Cercano Oriente. El nombre de faba se
origind en una de las formas del verbo griego @ayéw - “comer” — que resalta el uso como
alimento y pienso por los antiguos griegos y romanos. Se han distinguido dos grupos: las
formas de semillas pequefias en el sudoeste de Asia, incluidas la India, Afganistan y las
regiones adyacentes de Bukhara y Cachemira; y formas de semillas grandes en el oeste.
El grupo oriental es muy antiguo y se remonta a la cultura neolitica; este grupo tiene el
mayor numero de formas endémicas y la mayor diversidad de caracteristicas (Duc et al.,
2010).

2.1.2 Cultivo y cosecha

Pertenece a la familia de las Fabaceae, es uno de los principales cultivos de leguminosas
sembradas en invierno, y es muy capaz de sobrevivir en condiciones extremas de frio. Los
mecanismos fisioldgicos como la acumulacién de prolina libre y la desaturacion de acidos
grasos unidos a la membrana influyen a la tolerancia a las heladas de la planta (Singh et
al., 2013). Se puede utilizar durante todo el afio, ya que se puede consumir tanto en forma
cruda como procesada. En la dieta humana, se consume principalmente el grano de semilla,
mientras que las vainas se usan como pienso, sin embargo, como las vainas también
proporcionan fitoquimicos, tienen el potencial de ser utilizadas como fuente de compuestos
funcionales. Su consumo es cotidiano en las dietas tradicionales del Mediterraneo, India,
China, Inglaterra, Medio Oriente, Africa y Sudamérica, tiene una importancia considerable
como alimento de bajo costo rico en proteinas y CHO (Tazrart, Lamacchia, Zaidi, & Haros,
2016; Giménez et al., 2013).

Las habas se cosechan en la etapa vegetativa cuando las vainas y las semillas son frescas
y verdes, y se usan como vegetales. Alternativamente, se pueden cosechar en la etapa de

madurez después de que las vainas y las habas se sequen. Se ha estudiado previamente
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la composicion de las habas; CHO, fibra, proteinas, vitaminas, minerales y factores
antinutricionales no proteicos como saponinas, alcaloides del acido fitico y taninos, y en
contraste con los cereales, se encontr6 que el haba contiene altos niveles de lisina y
arginina, que pueden complementar los bajos niveles de estos en los cereales (Multari,
Stewart, & Russell, 2015; Kumar, Nidhi, Prasad, & Sinha, 2015).

2.1.3 Produccioén

El &rea de cultivo disminuy6 en todo el mundo de 1962 a 1991, debido al costo del producto,
la prevalencia de hongos patdgenos y la ausencia de cultivos resistentes a enfermedades,
sin embargo, desde entonces se ha estabilizado a 2.1 — 2.7 millones de hectareas, al igual
gue otras leguminosas, el haba es una buena fuente renovable de nitrégeno (N) (ljaz et al.,
2018). El haba se encuentra en los siete principales cultivos de leguminosas, crecen en
verano y en invierno una vez por afo, crece de forma erecta y tiene gran cantidad de hojas,
se cultiva en 2.5 millones de hectareas en todo el mundo (FAO, 2016). Su produccion en el
2018 fue de 4.9 millones de toneladas en el mundo (Tabla 2), y en México fue de 37 mil
toneladas (FAOSTAT, 2018).

Tabla 2. Produccion mundial de haba (Vicia faba)

Continente Toneladas Porcentaje (%) del total
Africa 1,497,215 30

América 223,256 5

Asia 1,895,012 38

Europa 929,868 19

Oceania 377,740 8

Mundial 4,923,091 100

Fuente: FAOSTAT, 2018.

2.1.4 Beneficios del haba al medio ambiente

El haba puede fijar N en el suelo mas que otras especies de leguminosas bajo las mismas
condiciones y se utiliza como interruptor de cultivos en la siembra intensiva dominados por
cereales. Esta fijacion sucede debido a la simbiosis con la bacteria Rhizobium, lo que
reduce la dependencia de fertilizantes nitrogenados. Por lo tanto, se recomienda en las
practicas de manejo agricola de rotacion de cultivos con la siembra de haba y otros cultivos.
Ademas, el haba podria ayudar a la industria a cambiar hacia una materia prima mas
sostenible. De hecho, la produccién intensiva de cultivos forrajeros es una de las principales

causas de la degradacion del suelo y los cultivos como el haba, que tienen la capacidad de



fijar N, pueden ofrecer una estrategia efectiva para abordar los dafios ambientales de las

practicas de monocultivo (Chapagain & Riseman, 2015).

2.1.5 Composicion nutricional

El haba contiene un alto valor nutricional (Tabla 3) debido a su alto contenido de proteinas
(25 — 30%) y sus CHO complejos (30 — 40%) (Rahman et al., 2019). También tiene potencial
terapéutico, ya que proporciona L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), el precursor del
neurotransmisor catecolamina y un medicamento utilizado en la enfermedad de Parkinson
(Turco et al., 2016).

Tabla 3. Composicion nutricional del haba (Vicia faba) secay cruda por 100g

Nutriente Contenido (g/100 g)
Energia 341.00 kcal
Agua 10.98
Proteina 26.12
Lipidos 1.53
Carbohidratos 58.29
Fibra total 25.00
Cenizas 3.08

Fuente: U.S.D.A., 2019.

Las habas, sus fracciones y sus productos de procesamiento (granos, cascaras y harinas)
contienen diversos factores antinutricionales como saponinas, inhibidores de proteasas, a-
galactosidos y acido fitico. Sin embargo, incluso procesos domésticos simples como remojo
y coccion son capaces de reducir sus cantidades hasta un 100%, lo que evita las

consecuencias perjudiciales (M. et al., 2019).

2.1.6 Caracteristicas de la fraccion proteica del haba

La alimentacién a base de plantas generalmente se consideran una fuente inferior de
proteinas en comparacion con la carne, sin embargo, el haba siempre ha sido apreciada
por su alto contenido general de proteinas (Tabla 4) y su valor nutricional adicional. Como
la mayoria de las leguminosas, las proteinas del haba estan formadas por dos fracciones
principales, las albuminas y las globulinas. Las primeras son proporcionalmente ricas en
AA azufrados y lisina y las globulinas son ricas en legumina, convicilina y vicilina. Las
albuminas pueden actuar como enzimas presentes en la semilla, que se utilizan en el
proceso de germinacion, esta fraccidn es mas rica en metionina (Met) y cisteina (Cys) que,

en globulina, al menos en chicharos y habas (Luscher et al., 2014).
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Tabla 4. Perfil proteico del haba (Vicia faba) seca
Tipo de proteina  Contenido en porcentaje (%)

Globulina 73.6%
AlbUmina 2.17%
Prolamina 3.53%
Gi-gluteina 1.57%
G2-gluteina 4.61%
Gs-gluteina 11.52%
Proteina insoluble 1.93%

Fuente: El Fiel et al., 2002

Las principales proteinas de almacenamiento en las semillas de habas son las globulinas,
gue se encuentran en organulos unidos a la membrana, llamados cuerpos proteicos,
mientras que sobreviven a la desecacion durante la maduracion y se someten a hidrélisis
en la germinacion, proporcionan esqueletos de amoniaco y carbono a las plantulas en
desarrollo. Se estima que las proteinas de la semilla de haba contienen ~80% de globulina,
gue a su vez se compone de legumina y vicilina/convicilina, también denominadas 11S y
7S, respectivamente, en funcibn de sus coeficientes de sedimentacién por

ultracentrifugacion (Multari et al., 2015).

Las globulinas 11S de la semilla de haba (leguminas) son proteinas hexaméricas con un
peso molecular de aproximadamente 340 kDa, mientras que las globulinas 7S
(vicilina/convicilina) son proteinas triméricas de aproximadamente 158 kDa. Las globulinas
pertenecen a la superfamilia Cupin, y los tipos legumina y vicilina tienen un alto grado de
homologia estructural. Las globulinas generalmente son ricas en acidos aspartico y
glutdmico, leucina y arginina, aunque pueden tener cierta variabilidad en la secuencia de
aminoacidos y la estructura general. La legumina es una de las principales proteinas de la
semilla de haba, que representa aproximadamente el 50% de las proteinas de
almacenamiento. Esté codificada por multiples genes que pertenecen a las subunidades de
tipo A (que contienen metionina) y de tipo B (que carecen de metionina) (El Fiel et al., 2002).
La vicilina es una proteina heterogénea en su forma nativa de trimero. Con respecto a las
subunidades de convicilina, se han descrito al menos dos genes estructurales, aunque la
cuestion de si la convicilina puede considerarse una subunidad de vicilina o una clase
distinta de globulina alin no se ha resuelto. En las habas, se acepta generalmente que la
seleccion de una proporcion mas alta de legumina:vicilina podria mejorar su calidad
nutricional, ya que algunas subunidades importantes de leguminosas contienen
proporciones relativamente mas altas de aminoacidos que contienen azufre en
comparacion con la vicilina (Warsame et al., 2020).
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La vicilina se forma durante el desarrollo de la semilla antes que la legumina, sin embargo,
la legumina se sintetiza a un ritmo mas rapido que la vicilina y predomina en la semilla
madura. De hecho, desde el punto de vista cuantitativo, la legumina es mas abundante que
la vicilina, y comprende alrededor del 40% al 45% de la fraccion proteica total, mientras que
la vicilina comprende alrededor del 20% al 25%. Ambas fracciones de proteinas tienen una

composicion de aminoacidos similar (Multari et al., 2015).

En comparacién con los cereales, las semillas de haba secas tienen un alto contenido de
lisina (19.8 g / kg de materia seca) y un bajo contenido de Met, Cys y triptéfano (Trp) (2.6,
3.7y 2.7 g I kg de materia seca), en la Tabla 5 se muestra el contenido de AA del haba. En
la dieta humana, la combinacién de habas con otros alimentos como cereales, son fuentes
proteicas permiten cumplir con los requisitos de proteina del organismo (Vioque et al.,
2012). Desde el punto de vista nutricional, las proteinas de las leguminosas son
especialmente ricas en lisina, leucina, 4cido aspartico, acido glutamico y arginina, pero son

deficientes en los AA que contienen azufre (Rosa-Sibakov et al., 2018).

Tabla 5. Contenido de aminoacidos en 100 g de haba (Vicia faba) maduray cruda
Nombre Cantidad (g)

Triptéfano 0.247
Treonina 0.928
Isoleucina 1.053
Leucina 1.964
Lisina 1.671
Metionina 0.213
Cisteina 0.334
Fenilalanina 1.103
Tirosina 0.827
Valina 1.161
Arginina 2411
Histidina 0.664
Alanina 1.070
Aspartato 2.916
Glutamato 4,437
Glicina 1.095
Prolina 1.099
Serina 1.195

Fuente: U.S.D.A,, 2019



2.2 Obtencion y aplicaciones de concentrados y aislados proteicos de
haba

Un concentrado proteico se define como un producto proteico comestible con un contenido
de proteinas de al menos un 65% en peso seco, mientras que un aislado proteico es un
producto con al menos un 90% de proteina en peso seco (Wang et al., 2004). Los aislados
y concentrados proteicos de leguminosas han ganado importancia en la industria
alimentaria debido a su notable valor nutricional, ademas, representan una alternativa en la
preparacion y desarrollo de nuevos alimentos. El uso exitoso de los concentrados y aislados
de proteinas de leguminosas depende de la versatilidad de sus propiedades funcionales,
las cuales estan influenciadas por factores intrinsecos (composiciéon y conformacion de
proteinas constituyentes), factores ambientales y métodos y condiciones de aislamiento
(Ndez-Quintela et al., 1997).

Se han utilizado varios métodos para producir ingredientes ricos en proteinas a partir de
leguminosas. Los aislados de proteinas se pueden producir utilizando métodos de
extraccibn acuosos; estos incluyen extraccion alcalina, neutra o acida, seguida de
precipitacion isoeléctrica o ultrafiltracion, asi como extraccion de sal seguida de
micelizacién. Otra opcidon para producir ingredientes proteicos es el fraccionamiento en
seco, en el que las legumbres secas se muelen y las particulas se clasifican al aire segun
el tamafio y la densidad en fracciones ricas en proteinas y ricas en almidon (Vogelsang-
O’Dwyer et al., 2020).

Para una eficiente extraccion acuosa se debe tomar en cuenta la solubilidad proteica. La
extraccion acuosa, seguida de la precipitacién con el punto isoeléctrico a pH controlado es
poco desnaturalizante para las proteinas, lo cual permite mantener las propiedades
funcionales del producto. Las proteinas de la semilla de haba se clasifican en albuminas,
globulinas, glutelinas y prolaminas seguin su solubilidad. Las albuminas son solubles en
agua, las globulinas en soluciones salinas diluidas, las glutelinas en soluciones &cidas y
alcalinas diluidas, mientras que las prolaminas son solubles en etanol acuoso. (Ohanenye
et al., 2020).

La solubilidad de las proteinas es un factor critico para la aplicabilidad de ciertos
ingredientes proteicos en matrices alimentarias funcionales. El punto isoeléctrico puede
afectar la solubilidad de una proteina. El punto isoeléctrico es el valor de pH de una
molécula en particular, en la cual no tiene carga eléctrica. Las proteinas tienen una

solubilidad minima en agua o en soluciones de sales al pH que corresponde a su punto
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isoeléctrico, lo que provoca su precipitacién en la solucion, facilitando su recuperacion y

extraccion (Kukic¢ et al., 2015).

En el haba, esta bien establecido por diversos estudios que el punto de precipitacion
isoeléctrico de la fraccion proteica es cercano al pH 4 (Hernandez-Garcia et al., 2016;
Vioque et al., 2012; Yang et al., 2018). La precipitacion isoeléctrica de la mayoria de las
proteinas a pH 4, favorece las interacciones proteina-proteina debido a una repulsion
molecular insignificante. Puede surgir la formacion y posterior precipitacion de agregados
de gran peso molecular, reduciendo asi la solubilidad de las proteinas. El punto isoeléctrico
puede variar debido a la conformacion proteica. La legumina (globulina 11S) es una
holoproteina hexamérica, mientras que la vicilina (globulina 7S) existe como trimeros,
ambos compuestos por subunidades polimdrficas codificadas por familias multigénicas. La
legumina y la vicilina se pueden separar con puntos isoeléctricos a pH 4.8 y 5.5,
respectivamente, mediante precipitacion isoeléctrica. En las habas maduras, la legumina

representa el 55% de la proteina total de la semilla (Sharan et al., 2021).

Los concentrados y aislados proteicos de haba son posibles agentes espumantes,
emulsionantes y gelificantes que se pueden usar para producir alternativas lacteas y
cérnicas. Las proteinas de haba tienen propiedades funcionales superiores en comparacion
con las proteinas animales, e incluso en comparacion con otras fuentes de legumbres.
Estas propiedades funcionales de los concentrados y aislados proteicos de haba dependen
de la variedad de semilla, la conformacion estructural de la proteina, interacciones con otras

macromoléculas y procesamiento (Felix et al., 2019).

2.3 Importancia nutricional de la proteina vegetal

Existe un importante incremento en la demanda de proteina de origen animal, esto debido
al crecimiento de la poblacién y un mayor nivel de vida en los paises en desarrollo, que se
prevé se duplicara para 2050. La produccion de proteina animal esta asociada con intensas
emisiones de gases de efecto invernadero y una mayor demanda de superficie terrestre, a
diferencia de la produccién de proteina vegetal (United Nations, 2015). Por lo tanto, ahora
se exploran fuentes alternativas de proteinas que muestran un valor nutricional similar al de
las proteinas de origen animal. De esta manera, las proteinas vegetales, especialmente en
las proteinas de las leguminosas, son consideradas opciones viables para sustituir las

proteinas de origen animal (Alves & Tavares, 2019).
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La diversificacion de las fuentes de proteinas en la ingesta alimentaria, en particular el
aumento del consumo de proteinas vegetales, podria reducir los riesgos para la salud y el
medio ambiente asociados con la produccién y el consumo excesivo de proteinas animales
(Berrazaga et al., 2020). Ademas, se ha demostrado que varias proteinas y péptidos de
semillas de leguminosas ahora pueden incluirse en la categoria de nutracéuticos o
componentes funcionales. La palabra nutracéutico, que es el resultado de la combinacion
de "nutricién" y "farmacéutico", se refiere a un alimento, o partes de un alimento, que
proporciona beneficios médicos o para la salud, incluida la prevencién de enfermedades.
Este término, acufiado en 1989 en Estados Unidos de América por Stephen De Felice, se
ha aplicado a varias vitaminas, lipidos, polifenoles, minerales, fracciones de fibra vy,

recientemente a péptidos y proteinas (Carbonaro et al., 2015).

El haba se esta convirtiendo en una buena alternativa a las proteinas de origen animal
debido a su alta calidad nutritiva y funcionalidades tecnoldgicas incluyendo solubilidad y
propiedades emulsionantes. Se ha estudiado el papel del haba como fuente de proteinas
en la dieta humana y se ha demostrado que su componente proteico presenta actividad
antifingica, anticancerigena, hipocolesterolémica, antioxidante, entre otras. La mayoria de
estas propiedades se atribuyen a proteinas y péptidos biolégicamente activos (Karkouch et
al., 2017; Liu et al., 2019).

2.4 Digestion gastrointestinal de las proteinas

El concepto general de digestibilidad de las proteinas es relativamente simple. Se define
como la relacién expresada en porcentaje de la diferencia entre el N ingerido y excretado
entre N ingerido. Sin embargo, la medicién in vivo es realmente compleja. Por esa razén,
se han sugerido varios criterios resultantes de enfoques in vitro para aproximar la
digestibilidad y bioaccesibilidad de proteinas que pueden ser adecuados para predecir la

utilizacion de proteinas y AA por parte del cuerpo humano (Le Roux et al., 2020).

La digestién proteica implica dos procesos principales que ocurren simultdneamente,
primero la transformacion mecanica, mediante la cual los trozos mas grandes de alimentos
se descomponen en trozos mas pequefios, comienza en la boca y contintan hasta el
estdbmago. Enseguida la transformacion enzimatica, la cual en proteinas comienza en el
estbmago y continla hacia los intestinos, mediante diferentes enzimas que convierten
macromoléculas en moléculas mas pequefias que se pueden absorber en el torrente

sanguineo. La digestion eficiente de la proteina en el estbmago y el intestino delgado es
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beneficiosa para evitar la fermentacion proteica del colon, que provoca productos

potencialmente toxicos (Alminger et al., 2014).
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Figura 1. Digestion de las proteinas alimentarias. Se lleva a cabo en el estdmago, el lumen y en los enterocitos del intestino
delgado. La absorcion de los péptidos pequefios y aminoacidos desde el lumen hasta los enterocitos requiere de
transportadores especificos. La mayoria de los aminoacidos son transportados por transportadores de sodio dependientes
(absorcidn activa). Cualquier residuo de péptidos pequefios son degradados a aminoacidos dentro del enterocito (célula de
absorcion). Los aminoacidos son transportados al torrente sanguineo. Modificado de Wardlaw et al., 2016.

En algunos alimentos el primer paso de la desnaturalizacion proteica se lleva a cabo durante
Su coccion, ya que no existe digestion enzimatica en la boca solo mecéanica. En el
estbmago, las proteinas comienzan a desnaturalizarse con el acido clorhidrico, asi mismo,
este activa al pepsindgeno convirtiéndolo en pepsina. La pepsina es una endopeptidasa
gue divide las proteinas en peptonas, proteosas, polipéptidos grandes a través de
reacciones de hidrdlisis (Figura 1) sobre los enlaces en los que intervienen el grupo amino
de la fenilalanina, Trp, tirosina y el grupo carboxilo del acido glutamico, pero no los ésteres
de AA ni las amidas (Wilkinson & Ahern, 2009). El quimo resultante de la digestién gastrica
entra en contacto con la mucosa intestinal permitiendo la accién de la enteroquinasa unida
al borde en cepillo, una enzima que transforma el tripsinégeno pancreético inactivo en

tripsina activa, la principal enzima digestiva pancreatica de proteinas. La tripsina, a su vez,
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activa otras enzimas proteoliticas pancreaticas, la quimotripsina y carboxipeptidasa,
contribuyendo a descomponer la proteina intacta y continuar la descomposicion iniciada en

el estbmago hasta formar oligopéptidos y AA (Mahan & Raymond, 2017).

Las peptidasas proteoliticas ubicadas en el borde en cepillo también actian sobre los
polipéptidos, descomponiéndolos en tripéptidos, dipéptidos y AA. La fase final de la

digestion de proteinas tiene lugar en el borde en cepillo, donde algunos de los dipéptidos y

Proteina de Proteasas del estomago . Péptidos AA suplementados
la dieta e intestino delgado > largos en la dieta
° Orina
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Figura 2. Metabolismo de proteinas alimentarias. Todos los AA derivados de la dieta sufren varios grados de catabolismo
por las bacterias luminales y algunos de ellos son oxidados por los enterocitos. Los metabolitos de los AA se excretan en

heces y orina. AA = aminoacidos; GSH = glutation; NT = nucledtidos; PepT1 = transportador 1 de péptidos impulsado por

tripéptidos son hidrolizados en sus AA constituyentes por las hidrolasas peptidicas. La
mayor parte de la digestiébn de proteinas tiene lugar en la parte superior del intestino
delgado, pero continta a lo largo del tracto gastrointestinal. Cualquier fraccion de proteina

residual es fermentada por microbios colénicos (Wardlaw et al., 2016).

Los productos finales de la digestion de proteinas se absorben como AA y péptidos
pequefios (Figura 2). Se requieren varias moléculas de transporte para los diferentes AA,

debido a las grandes diferencias en el tamafio, polaridad y configuracion de los diferentes
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AA. Luego, los AA viajan a través de la vena porta hasta el higado para su uso en la sintesis
de proteinas, las necesidades energéticas, la conversién en CHO o lipidos, o se liberan en

el torrente sanguineo para su transporte a otras células (Mahan & Raymond, 2017).

Las células tienen mecanismos especiales que degradan las proteinas y los péptidos en
AA para su posterior uso en la sintesis de proteinas de novo. En el nlcleo y el citosol celular,
este proceso se lleva a cabo principalmente por el sistema ubiquitina-proteosoma, seguido
de aminopeptidasas y oligopeptidasas. La mayoria de los productos proteosémicos de una
célula se descomponen rapidamente en AA libres (Ciechanover, 2017). Hay algunas
excepciones, como los péptidos procesados con proteasoma que escapan a una mayor
degradacién que se presenta en la superficie celular como antigenos de histocompatibilidad
de clase | (CMH-I). Cientos de péptidos antigénicos no CMH-I son estables dentro de las

células, estos son los péptidos intracelulares (Sha et al., 2018).

Los péptidos intracelulares, son funcionales y estan formados por la actividad del
proteasoma durante la degradacion regular de las proteinas intracelulares. Los péptidos
intracelulares tienden a tener una vida media mas larga que la mayoria de los péptidos
procesados con proteasoma no antigénico. Se ha visto que un pequefio grupo de péptidos
intracelulares se produce a partir de marcos de lectura cortos y abiertos y de ribosomas
defectuosos. Las proteinas precursoras de péptidos intracelulares tienen ubicaciones

subcelulares importantes en el nlcleo, el citosol o las mitocondrias (Teixeira et al., 2019).

La fisiologia de la digestion es altamente compleja y requiere el conocimiento de los
cambios fisicoquimicos que ocurren en los alimentos. En particular el proceso de la
digestion y los diversos factores que influyen en la digestibilidad, definida como la fraccion
soluble e insoluble de componentes de los alimentos que se transforma en materia
potencialmente accesible y (tiles para la nutricion, comprendiendo los procesos fisicos y
guimicos que tienen lugar en la luz intestinal; la bioaccesibilidad de los nutrientes, que es
la cantidad de un compuesto que se libera de la matriz alimentaria y se solubiliza en la fase
acuosa (quimo) y queda disponible para su absorcién en la circulacién a través de la pared
intestinal, y finalmente la biodisponibilidad que es la cantidad total de un compuesto que se
libera y absorbe, para llegar al torrente sanguineo, donde se entrega a los diferentes tejidos
del cuerpo (Bornhorst et al., 2016; Sengul et al., 2014).
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2.4.1 Digestion in vitro y bioaccesibilidad de las proteinas

Para evaluar cuestiones relacionadas con la dieta y la nutricibn como la disponibilidad de
nutrientes y compuestos bioactivos de los alimentos, los estudios de biodisponibilidad in
vivo son considerados el "estandar de oro”. Sin embargo, dado que los estudios in vivo son
costosos, requieren mucho tiempo y tienen importantes consideraciones éticas, los estudios
de bioaccesibilidad in vitro se utilizan ampliamente para explorar y predecir la
biodisponibilidad de nutrientes y compuestos bioactivos de importancia para la nutricién
humana (F. Liu et al., 2021).

Los métodos para evaluar la bioaccesibilidad in vitro simulan los procesos fisioldégicos de la
digestibn humana para estudiar el comportamiento gastrointestinal de alimentos. Los
métodos in vitro tienen la ventaja de ser mas rapidos, menos costosos, menos laboriosos,
permiten medir un numero relativamente grande de muestras y presentan menos
restricciones éticas. La reproducibilidad, la eleccién de condiciones controladas y la
facilidad de muestreo en el sitio de interés hacen que los modelos in vitro sean muy

adecuados para estudios exploratorios de investigacion (Minekus et al., 2014).

La digestion in vitro simulada incluye tipicamente las fases oral, gastrica, intestinal, y
ocasionalmente la fermentacién del intestino grueso. Estos métodos intentan imitar
condiciones fisioldgicas in vivo, teniendo en cuenta la presencia de enzimas digestivas y
sus concentraciones, pH, tiempo de digestiébn y concentraciones de sales, entre otros
factores. Estos modelos estéticos de digestion humana se han utilizado para abordar
cuestiones cientificas tan diversas como la digestibilidad y la bioaccesibilidad de
macronutrientes como proteinas, CHO, lipidos y compuestos bioactivos. También se han
utilizado para estudiar la liberacion de micronutrientes como minerales y oligoelementos, y
compuestos vegetales como polifenoles para predecir su bioaccesibilidad, ya que esta
depende de la matriz alimentaria, las uniones que presenten sus macromoléculas y de las
condiciones individuales fisioldgicas de las personas (Perales-Vazquez et al., 2020; Ménard
etal., 2014).).

Para evaluar la bioaccesibilidad, una técnica de digestién in vitro eficiente deberia
proporcionar resultados precisos en poco tiempo y en consecuencia podria ayudar como
herramienta para el analisis rapido de alimentos o0 modelos de alimentos con diferentes
composiciones y estructuras. Sin embargo, hasta ahora no se ha llegado a imitar

completamente el proceso in vivo, basicamente por la complejidad evidente del proceso de
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digestion humana, por lo que los estudios in vitro son herramientas para escalar y

comprender conocimiento cientifico (Lucas-Gonzalez et al., 2018).

2.5 Péptidos bioactivos de proteinas vegetales

En los Ultimos afos, se han evaluado varios ingredientes funcionales, como los aislados
proteicos vegetales, en una amplia gama de areas de la salud. Se sabe que los aislados
proteicos vegetales contienen componentes activos clave, los péptidos bioactivos (Pb), los
cuales ejercen efectos funcionales mas alla de la nutricion y presentan una excelente
oportunidad para la prevencion y el tratamiento de trastornos crénicos. Para que los
componentes clave de los ingredientes funcionales modulen las vias fisiologicas, deben
sobrevivir al transito intestinal y, dependiendo de su objetivo, es posible que deban ser

absorbidos a través de la barrera intestinal (Corrochano et al., 2021).

Los Pb son secuencias cortas de aproximadamente 2—20 AA, y son importantes debido a
su accion sobre la regulacion de funciones fisioldgicas en el organismo. En la actualidad,
existe poca informacién sobre sus mecanismos de accién. Durante los dltimos afios, el
ndamero de investigaciones en diferentes modelos de estudio, junto con el desarrollo de
nuevas herramientas bioinforméaticas ha aumentado. Es necesario comprender los
mecanismos regulados por los Pb derivados de los alimentos, para comprender el papel
funcional que pueden asumir y esto representa un area potencialmente prometedora para

futuras investigaciones (Martinez-Sanchez et al., 2020).

Las proteinas del haba son una fuente importante de energia y AA esenciales para el
crecimiento normal, el mantenimiento de la vida y la reproduccion. Ademas de su valor
nutricional, su digestion parcial por proteasas puede producir secuencias peptidicas con
propiedades bioldgicas especificas, que actian como moduladores fisiolégicos tanto
localmente en el intestino como sistémicamente (Kamran & Reddy, 2018). El
descubrimiento de Pb derivados de alimentos, abrié una perspectiva completamente nueva
sobre la nutriciébn y el papel de las proteinas y los hidrolizados de proteinas en el
metabolismo y la salud. Estos péptidos biolégicamente activos se han identificado de
fuentes vegetales como el trigo, el maiz, las leguminosas y el arroz (Mohammadi-Sartang
et al., 2018).

Los Pb estan principalmente encriptados e inactivos dentro de la proteina alimentaria y se
activan una vez que se liberan de su proteina precursora. En el organismo, los péptidos

encriptados pueden liberarse durante la digestion gastrointestinal por enzimas como la
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tripsina o por enzimas microbianas. En estudios In vitro se ha visto que los Pb pueden
liberarse durante el procesamiento de alimentos o la maduracibn mediante enzimas
microbianas. Estos péptidos, para ser transportados intactos al sitio u 6rgano diana, deben
escapar de la degradacion durante la digestion. Se han descrito diferentes sistemas de
transporte para la absorcion intestinal de péptidos. Los péptidos mas pequefios son
transportados por un transportador de péptidos especifico (Chauhan & Kanwar, 2020;
Gewehr et al., 2020).

2.5.1 Péptidos bioactivos y la importancia de sus efectos biolégicos

Debido a la complejidad y diversos procesos que sufren los proteinas, surgen estructuras
muy diversificadas de Ph, ademas, esto aporta las multiples funciones (Tabla 6) derivadas
de los alimentos, incluyendo un importante potencial anti-adipogénico, ya que se ha visto
gue tienen la capacidad de modular varios trastornos metabdlicos asociados con la
obesidad, como la resistencia a la insulina, la inflamacién, el estrés oxidativo y las
dislipidemias (Chatterjee et al., 2018).

Tabla 6. Efectos biolégicos de diferentes péptidos contenidos en las leguminosas

Muestra Efecto Tipo o_Ie Pe_ptldo_/l?rotelna Referencia
estudio identificada
Hipocolesterolémico | In vivo (ratas) Aislado de proteina Macarulla et al., 2001
s In vivo -
Antifingico (ratones Péptido (13-kDa) Ye & Ng, 2002
Inhibitorio y anti In vitro
: : . VFTI-G1 ,
Haba prollfgratlvo en In vivo (15-kDa) Fei Fang et al., 2011
cancer (ratones)
Anticancerigeno e In vivo . __ . .
hipocolesterolémico (ratones) Proteina hidrolizada Ledn-Espinosa et al., 2016
. N VESEAGLTETWNPNHPELR
Antioxidante in vitro LSPGDVLVIPAGYPVAIK Karkouch et al., 2017
Soya Antihipertensivo In vitro Val-Leu-lle.Val-Pro Malllkarjug(%%uda etal.,
Soya - . .
Antihipertensivo In vitro Leu-Val-GIn-Gly-Ser Rho, et al., 2009
fermentada
Garbanzo Antihipertensivo In vitro Met-Asp-Phe-Leu-lle Girén-Calle et al., 2008
Frijol pinto Antiinflamatorio in vitro Phe-Val-Pro-His Garcia-Mora et al., 2015
N 1 Lipolisis L , . . Castillo, Gonzéalez, &
Frijol | Diferenciacion In vitro Proteina hidrolizada Moore-Carrasco, 2019
Chicharo Antihipertensivo In vitro Lys-Pro-Ser-Tyr Vermeirssen et al., 2005

Fuente: Modificado de Garcia, Puchalska, Esteve, & Marina, 2013.
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Gonzéalez-Espinosa de los Monteros et al., (2011), evalu6 el efecto anti-adipogénico y
lipolitico de la proteina hidrolizada del germinado de soya. En el modelo in vitro de células
fibroblasticas murinas 3T3-L1, la proteina hidrolizada del germinado de soya mostré un
efecto inhibitorio de la acumulacion lipidica y un incremento en la lipélisis en los adipocitos.
La posible explicacion es que la germinacién produce cambios en la fraccion proteica,
generando péptidos pequefios de bajo peso molecular (BPM) (< 1kDa), lo que incrementa
la diversidad de péptidos y la posibilidad de sus efectos benéficos, ademas, los cambios
gue genera la germinacién en las semillas aumentaron el efecto de sus componentes sobre
la regulacion del receptor activado por proliferadores peroxisémicos gamma (PPARYy) y la
diferenciacion celular. Esta investigacion reporté que los hidrolizados de la soya germinada
favorecieron la oxidacién de triglicéridos dentro de las células adiposas cultivadas, lo que
sugiere que la proteina hidrolizada del germinado de soya puede ayudar a disminuir la

acumulacién de grasa corporal.

En un ensayo de Oseguera Toledo (2016) se demostré que los péptidos hidrolizados (<1
kDa) de frijol pinto, tienen la capacidad de aumentar la secrecion de insulina en células 3
pancreaticas resistentes a la insulina (modelo in vitro INS-1E de rata), y redujeron
significativamente las especies reactivas de oxigeno hasta un 70%. Ademas, este estudio
prob6 los mismos péptidos sobre la linea celular 3T3-L1 y se vio una inhibicion en la
acumulacién de lipidos, y se mejoré la captacién de glucosa hasta en un 67% a través de
la modulacién de proteina quinasa B, en los adipocitos resistentes a la insulina, mejorando

la sefializacion de la insulina y reduciendo la activacion del homdélogo de fosfatasa y tensina

El efecto de los péptidos hidrolizados de frijol pinto en el aumento de la captacion de
glucosa, puede deberse a la despolarizacion directa de la membrana vy, posteriormente, a
la liberacion de insulina debido a su contenido de AA, o debido a que actian como
miméticos de péptido similar al glucagdén-1 (GLP-1), o la expresién inducida de los
receptores que estimulan la liberacion de insulina dependiente de glucosa. En cuanto a la
inflamacién, se vio una reduccién de la expresion de citocinas como IL-1B y FNT-a. Se ha
sugerido que las células f in vitro expuestas a altas concentraciones de glucosa producen
IL-18 y activan NF-kB, lo que junto con otras adipocinas conduce a la pérdida de masa de
células B debido a la apoptosis, por lo tanto, la modulacién de esta via es importante para

el metabolismo de la glucosa (Oseguera Toledo et al., 2016).

Otros péptidos como lunasin, de la soya, se han investigado y mostrado resultados

prometedores. En un estudio realizado por Hsieh (2017), con el objetivo de explorar si el
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péptido lunasin podria reducir la inflamacion inducida por mediadores relacionados con la
obesidad en las los adipocitos 3T3-L1, se observé que en las células 3T3-L1 la secrecion
de citocina proinflamatoria interleucina1f (IL-1B) fue inhibida por el péptido lunasin. El
péptido lunasin también mostrd6 propiedades antiinflamatorias al inhibir proteina
guimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), el inhibidor del activador de plasminégeno-1 y
las producciones de leptina estimuladas por medio FNT-a. Estos resultados revelaron que
el péptido lunasin actia como un posible agente antiinflamatorio no solo en los macréfagos
sino también en los adipocitos, mejorando la sefalizacién entre estas dos células. Los
investigadores sugieren que la ingesta del péptido lunasin proveniente de la dieta o como
suplemento, podria ayudar en la prevencion o como terapia auxiliar en el estado inflamatorio

relacionado con la obesidad (Hsieh et al., 2017).

En cuanto al haba, Ledn-Espinosa et al., (2016) reportaron que los péptidos del aislado
proteico obtenidos a partir de hidrolisis enzimatica, mostraron un efecto protector contra la
inflamacién causada por alteraciones en biomarcadores de obesidad, asi mismo, potencial
para prevenir la carcinogénesis del colon en un ensayo de 5 semanas con ratones machos,
en donde se les administr6 una dieta hipercolesterolémica con diferentes dosis del
hidrolizado de aislado de proteina de haba. Estos efectos hipolipidémicos son atribuidos a
los AA como isoleucina, tirosina, fenilalanina, prolina, leucina, valina, lisina y Met, ya que se
ha visto tienen la posibilidad de modular el estado hipercolesterolémico debido a su accion
en el metabolismo hepatico de las lipoproteinas. Esta actividad probablemente esté

relacionada con un equilibrio adecuado entre los AA hidrofobicos e hidrofilicos.

El aislado proteico de haba sometido a hidrolisis enzimética ha mostrado una importante
capacidad antioxidante in vitro con potencial de utilizarse como fuente de Pb naturales para
aplicaciones cosmeéticas y farmacéuticas. Un estudio realizado por Karkouch et al., (2017)
demostré una potente capacidad antioxidante de los péptidos liberados del hidrolizado de
aislado proteico de haba, debido a la actividad quelante ferrosa evitando asi la reaccion en

cadena de los radicales ademas de la capacidad de inhibir la enzima tirosinasa.

Por lo anterior, en los Gltimos afios hay un creciente interés en encontrar fuentes naturales
de péptidos bioactivos en los alimentos vegetales, especialmente en las leguminosas. Las
habas son una fuente importante de proteina en la alimentacién, y tienen un papel
fundamental en las dietas tradicionales en muchas regiones del mundo. Ademas, poseen
propiedades biolégicas que las hacen ser considerados como potenciales alimentos

funcionales. Algunas de estas propiedades son atribuidas a proteinas y péptidos
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biolégicamente activos (Liu et al., 2019). La fraccidon proteica puede verse afectada de
manera positiva mediante diversos tratamientos, como hidrélisis enzimatica y métodos
térmicos. Estos tratamientos, incrementan la desnaturalizacion proteica y la sintesis de
nuevas proteinas estructurales, asi mismo, favorecen su digestibilidad dando lugar a que
ocurra una extensa liberacion de proteinas y péptidos bioactivos almacenados en la semilla,

promoviendo una mayor bioaccesibilidad.

A pesar esto, hay poca informacién de los aislados proteicos de haba, debido a que se han
investigado poco hasta ahora. Debido a ello, el presente estudio propone la evaluacion de
la composicion proximal, digestibilidad y bioaccesibilidad de la fraccion proteica de haba
(Vicia faba) a través de técnicas in vitro, ya que evaluar estos parametros es crucial para

determinar su calidad nutricional y su potencial funcional.
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[l Hipotesis

El presente trabajo de investigacion no aplica la formulacion de hipotesis, debido a que es
un estudio con alcance exploratorio y descriptivo. Consiste en un estudio con la finalidad de
examinar las caracteristicas bromatoldgicas, digestibilidad y bioaccesibilidad de la semilla
de haba (Vicia faba) a partir de un aislado proteico sin polifenoles y un aislado proteico con

polifenoles.

V. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la calidad nutricional de la fraccion proteica de haba (Vicia faba) mediante técnicas

in vitro.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar composicién proximal de la fraccién proteica de haba (Vicia faba).

2. Cuantificar la digestibilidad y bioaccesibilidad in vitro de la fraccion proteica de haba
(Vicia faba).

3. Determinar los parametros nutricionales in vitro de la fraccién proteica de haba (Vicia
faba).
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V Metodologia

5.1 Disefo de estudio

La presente investigacion es un estudio experimental y analitico.

5.2 Estrategia general de disefio experimental

En la Figura 3 se presenta el esquema general del disefio experimental para las semillas

de haba (Vicia faba) y las determinaciones planteadas en los objetivos especificos de esta

investigacion.

Extracciéon de

polifenoles <+ Harina desengrasada

Si’_k_‘No

Semillas de haba (Vicia faba)

l

Crudas Tratamiento térmico

l l

Harina desengrasada

CSP CCP

Harina cruda Harina cocida

I |

A
Obtencién de muestras para el estudio

I

— Analisis proximal

—» Humedad
—»Extracto etéreo
— Fibra cruda
— > Proteina total
—>Cenizas

—>Extracto libre de N

__Digestion in vitro y ~__ Electroforesis Caracteristicas

bioaccesibilidad desnaturalizante — nutricionales

(SDS-PAGE)
—> F I . ial limi
ase oral Separacién . » AA esencial limitante
— Fase gastrica de proteinas ., EAAS (limitantes)
sl " por peso > PDCAAS-IV
— Fase intestinal molecular
Membrana de didlisis — E-PER

de celulosa

Cuantificacion
fraccion bioaccesible

Figura 3. Esquema general del disefio experimental. Elaboracion propia. CSP = Concentrado proteico sin

polifenoles, CCP

Concentrado proteico con polifenoles, AA = aminoacido, EAAS = Puntuacion de

aminoacidos esenciales, PDCAAS-IV = Puntuacion de aminodacidos corregida por la digestibilidad de las proteinas in
vitro, E-PER = indice de eficiencia proteica estimado.
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5.2.1Material, equipo y reactivos

Material
e Agitadores magnéticos e Matraces Erlenmeyer
e Bolsas de polietileno e Probetas 10, 50, 100 y 1000 mL
e Cubreboca e Puntas para micropipeta
e Desecador de vidrio e Tubos de ensayo
e Espatulas metalicas e Tubos de ensayo con rosca
e Frascos de vidrio ambar e Tubos de plastico con tapa 15y 50 mL.
e Frascos de vidrio con tapa. e Varillas de vidrio
e Guantes e Vasos de precipitado
e Lentes de proteccion
Equipos

e Agitador vortex (VX-200 — LABNET) e Extractor-Goldfish LABCONCO
e Balanza analitca (HR-250AZ, A&D e Incubadora con agitador orbital (1575,

Weighing) Sheldon Manufacturing)
e Bafio de agua (1265PC, Sheldon e LECO (FP-528)

Manufacturing) e Medidor de pH (HI 254, HANNA
e Bario seco digital (AccuBlock™, LABNET) Instruments)
e Campana de flujo laminal nivel 2 (AirClean e Mufla FE-363

® Systems) e Placas de calentamiento Thermo Scientific
e Centrifuga (Hermle Labortechnik Z 216 MK) Cimarec 588850100
e Espectrofotometro Thermo Scientific™ e Potenciémetro HANNA (HI221)

NanoDrop™ 2000/2000c e Refrigerador (4°C, -20°C)

e Unidad de electroforesis Mini-PROTEAN 3
cell vertical
Reactivos

e Acido acético glacial (CTR Scientific) e Fosfato de potasio monobasico (KH2POa)
e Acido clorhidrico 1M (HCI) (CTR Scientific) (Jalmek)
e Acrilamida 99.9% reactivo de pureza de e Glicerol grado de biologia molecular

electroforesis (Bio-Rad)

Alcohol metilico (CTR Scientific)

Azul de bromofenol reactivo de pureza de
electroforesis (Bio-Rad)
BenchMark™ Protein
Fisher Scientific)
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) (Sigma-
Aldrich)

Bis (N, N' - Methylene — bis - acrylamide)
reactivo de pureza de electroforesis (Bio-
Rad)

Carbonato de amonio ((NH4)2CO3) (J. T.
Baker)

Cloruro de calcio 0.3M (CaClz) (Jalmek)
Cloruro de magnesio hexahidratado
(MgCl2(H20)6) (CTR Scientific)

Cloruro de potasio (KCI) (Jalmek)

Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich)
Dodecilsulfato de sodio (SDS) reactivo de
pureza de electroforesis (Bio-Rad)

Extracto de bilis de origen porcino (Sigma-
Aldrich B8631 — 100G)

Ladder (Thermo

(Research Organics, INC.)

Glicina reactivo de pureza de electroforesis
(Bio-Rad)

Hidréxido de sodio (NaOH) (CTR Scientific)
Pancreatina de origen porcino [4X USP]
(Sigma-Aldrich P1750 — 100G)

Pepsina de mucosa gastrica en polvo [2400
U/mg pt.] (Sigma-Aldrich P7125 — 100G)
Persulfato de amonio grado de biologia
molecular (Research Organics, INC.)

Polvo de tincién de proteina Coomassie
Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad)
Tetrametiletiiendiamina (TEMED) reactivo
de pureza de electroforesis (Bio-Rad)

Tris Base, grado de biologia molecular
(Promega)

B-mercaptoetanol reactivo de pureza de
electroforesis (Bio-Rad)
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5.3 Preparacion de la muestra

Las semillas de haba secas fueron proporcionadas por productores del area rural de
Puebla. Se retir6 cualquier tipo de impureza y se seleccionaron las semillas de tamafio

homogéneo que no presentaran algun dafio.

5.3.1 Obtencién de la harina de haba cocida

La coccion de haba se realiz6 acorde a la metodologia propuesta por Khalil (2001) con
ligeras modificaciones. Las semillas de haba se remojaron en agua destilada (1:5 p/v) por
12 h en refrigeracion a 4 °C. Completado el tiempo de remojo, se enjuagaron 3 veces con
agua destilada y se dejaron escurrir, se colocaron en vasos de precipitado de 1 L afiadiendo
100 mL de agua destilada y se taparon con papel aluminio para la coccion en el esterilizador
de vapor de alta presion (Yamato Scientific America Inc., SM300) a 121 °C por 15 min.
Terminado el tiempo de coccion, se dejaron enfriar a temperatura ambiente para esparcirlas
sobre bandejas metélicas con papel encerado y secar las semillas en horno eléctrico (Felisa
FE-292D) por 48 h a 50°C removiendo las semillas esporadicamente para un secado
uniforme. Para la obtencion de la harina, las semillas cocinadas y secas se trituraron con
una licuadora (Oster BEST02-E01), los trozos obtenidos fueron procesados en un molino
de andlisis de laboratorio (IKA® Molinos A 11 basic), la harina resultante fue tamizada a
través de una malla nimero 20 (abertura: 850 um) para obtener una harina fina de tamafio
homogénea. El desgrasado de la harina se realizé de acuerdo a Serrano-Sandoval et al.
(2019), el cual consisti6 en agitacion constante con hexano (1:4 p/v), a 250 rpm durante, 4
h a temperatura ambiente. Terminado el tiempo, se recupero la harina pasando la mezcla
a través de un filtro de microfibra de vidrio (Whatman 1827-047) utilizando un matraz
Kitasato y con ayuda de una bomba de vacio. El hexano con el extracto etéreo fue
recuperado y almacenado en un bote de vidrio para determinaciones posteriores. La harina
se dejo secar por 24 h en una Campana de flujo laminal nivel 2 (AirClean® Systems), la

muestra fue almacenada en bolsas de polietileno a temperatura ambiente.

5.3.2 Obtencion de la harina de haba cruda

Las semillas de haba cruda se procesaron segun Vioque et al. (2012) para la obtencion de
harina desengrasada. Las semillas se secaron en el horno eléctrico previamente
mencionado a 70 °C por 24 h, ya secas se trocearon en una licuadora (Oster BEST02-E01)
para después pasarlas por un molino (IKA® Molinos A 11 basic) y obtener una harina fina,

la cual se tamizé a través de una numero 20 (abertura: 850 um) para obtener un tamafio de
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particula uniforme. Para desengrasar la harina de haba cruda se utilizaron las mismas
condiciones antes mencionadas (Serrano-Sandoval et al.,, 2019) de la harina de haba
cocida en autoclave segun Khalil (2001). La harina desengrasada fue almacenada en

bolsas de polietileno a temperatura ambiente.

5.3.3 Obtencidén de concentrados proteicos de harina de haba

Para la extraccion proteica de haba se utiliz6 el método propuesto por Sair (1959) con
algunas maodificaciones (Hernandez-Garcia et al., 2016; Vioque et al., 2012), el cual
consiste en eliminar compuestos no proteicos con una disolucién alcalina y la obtencion de
la fraccion proteica mediante la precipitacion acida con el punto isoeléctrico de la proteina
de haba (pH 4). A la harina de haba cruda desengrasada se le realizé la extraccion de
compuestos fendlicos por medio de una suspension (10% p/v) con acetona al 75%, se dejo
en agitacion en una incubadora con agitacion orbital (Sheldon Manufacturing, Inc., 1365
PC) a 280 rpm a temperatura ambiente durante 24 h. Cumplido el tiempo, la suspension fue
centrifugada a 13,520 g a 22 °C por 20 min, el sobrenadante fue descartado y se recuperé
el precipitado. El precipitado se someti6 a la fase alcalina, consiste en una suspension (10%
p/v) de NazSOs al 0.25% ajustando el pH a 10.5 con NaOH 1 M, se dej6 en agitacion a 280
rpm a temperatura ambiente por 24 h. Posteriormente, la suspension se centrifuga a 13,520
g a4 °C por 20 min. El precipitado es el residuo alcalino insoluble el cual es descartado, se
recuperan las proteinas solubles en el sobrenadante, las cuales son precipitadas en la fase
acida con el punto isoeléctrico de la proteina de haba, el sobrenadante se ajusté a pH 4 con
HCI 12 M y se centrifugd bajo las condiciones anteriores para recuperar el sedimento y
descartar el sobrenadante. El sedimento se sec6 en el horno a 50°C por 16 h. Para la
obtencion del concentrado proteico con compuestos fendlicos se realizd el mismo

procedimiento descrito omitiendo la extraccién de compuestos fendlicos.

5.4 Anélisis proximal de harinas y concentrados proteicos

Se realizé a las muestras segun los métodos oficiales de la Asociacion de Comunidades
Analiticas (AOAC International, 2019). Consistié en determinar el contenido de humedad,
cenizas, proteina cruda, extracto etéreo, grasa cruda, y fibra cruda. Por diferencia de 100,

se calculo el extracto libre de N (CHO solubles).
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5.4.1. Determinacién de humedad (AOAC 14.003)

Consiste en la determinacion gravimétrica de la pérdida de masa por tratamiento térmico
en un horno de calentamiento. Las muestras (3 g) se secaron en un horno eléctrico (Felisa
FE-292D) a 100°C hasta medir un peso constante, se registré la diferencia de peso entre
el material seco y himedo. Se calculé el % de humedad con la siguiente formula (AOAC,
1990):

(A-B)

1
A= 0) x 100

Contenido de humedad (%) =

Donde:
A: peso (g) de la capsula con muestra (g) antes del secado
B: masa de la capsula (g) con la muestra desecada (g)

C: masa de la capsula vacia (g)
5.4.2 Determinacion de cenizas (AOAC 14.006)

Residuo inorganico resultando de la carbonizacion y posterior calcinacion de las muestras
a 550 °C hasta medir un peso constante. Se calculé el % de cenizas con la siguiente formula
(AOAC, 1990):

. (cc- 0
Cenizas (%) = W x 100

Donde:
CC = peso inicial del crisol con muestra (g).
C = peso final de la muestra (g).

w = peso de la muestra (g).

5.4.3 Determinacion de proteinas (AOAC 992.23)

El método de combustién de Dumas es un método absoluto para la determinacién del
contenido total de N en una matriz generalmente organica (AOAC, 2005). Las muestras
(200 mg) se introdujeron en el equipo LECO (FP-528) incinerandolas a 950 °C en una
atmoésfera de oxigeno. A través de tubos de oxidacion y reduccion posteriores, el N se
convierte cuantitativamente en Nj,. Otros productos de combustién volatiles quedan
atrapados o separados. Un detector de conductividad térmica mide el gas N. Los resultados
se expresan como % o mg de N, que pueden convertirse en proteina mediante el uso del
factor de conversion 6.25 (Mdller, 2017).
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5.4.4 Determinacion de extracto etéreo (AOAC 7.056)

El extracto etéreo esta representado por sustancia extraidas empleando éter etilico. El
método de Goldfish se basa en el principio de extraccion de lipidos presentes en una
muestra, mediante solventes calientes y a reflujo, logrando la cuantificacién por pérdida de
peso en la muestra. Las muestras se colocaron en el extractor Goldfish (LABCONCO
modelo 35001) hasta el completar el proceso, los vasos con extracto se secaron en estufa,
después se pesaron para determinar la cantidad de lipidos contenida en la muestra con la

siguiente formula (AOAC, 1980):
) [(VEE — VT) — (VEB — VT)]
Extracto etéreo (%) = x 100

®

Donde:

VEE: Peso del vaso més extracto etéreo de la muestra
VEB: Peso del blanco

VT: Peso del vaso tarado

g: Gramos de muestra

5.4.5 Determinacion de fibra cruda (AOAC 962.09)

Las muestras sin extracto etéreo y secas se emplearon para la determinacién de fibra cruda
mediante hidrélisis acida con un 1.25% de &cido sulftrico (H2 SO4) para la extraccion de
azucares y almidon, seguida de la hidrdlisis alcalina con un 1.25% de hidréxido de sodio
(NaOH), que elimina las proteinas y parte de la hemicelulosa y de la lignina (Méller, 2014).
La fibra cruda resultante es el residuo organico insoluble que consiste principalmente en
celulosa y cierta porcion de lignina y hemicelulosa contenidas en la muestra original, el

calculo se obtuvo con la siguiente formula (AOAC, 1990b):

PS,, — PS
Fibra cruda base seca (%) = ( m(P ) me) x 100
m

Donde:
PSm: Peso seco del crisol con muestra (g)
PSmc: Peso seco del crisol con muestra calcinada (g)

Pm: Peso seco de la muestra ()
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5.4.6 Calculo extracto libre de nitrégeno por diferencia

Agrupa los nutrientes no analizados con las determinaciones anteriores dentro del analisis
proximal. El extracto libre de N lo forma principalmente por CHO digeribles, asi como
también vitaminas y demas compuestos organicos solubles no nitrogenados, se obtiene al

restar los porcientos calculados para cada nutriente a 100 (FAO, 1993):
Extracto libre de nitrogeno (%) =100 — (A + B + C + D + E)

Donde:

A = Contenido de humedad (%)

B = Contenido de proteina cruda (%)
C = Contenido de extracto etéreo (%)
D = Contenido de fibra cruda (%)

E = Contenido de ceniza (%)
5.5 Digestion in vitro

La digestion in vitro estatica (Figura 4) se llevd a cabo de acuerdo al protocolo del consenso
internacional estandarizado INFOGEST (Brodkorb et al., 2019) con ligeras maodificaciones.
Este protocolo utiliza proporciones constantes de comida a liquidos digestivos y un pH
constante para cada paso de la digestién. Se prepararon las soluciones para simular la
concentracion de electrolitos en los fluidos fisioldgicos de la digestion humana. La Tabla 7
(Brodkorb et al., 2019) indica las concentraciones para el fluido salival simulado (FSS),
fluido gastrico simulado (FGS) y fluido intestinal simulado (FIS). La digestion in vitro se llevo
a cabo por triplicado, con una muestra independiente para los ajustes de pH y un blanco de
enzimas digestivas por cada muestra a tratar: harina de haba cruda, harina de haba cocida
concentrado proteico sin polifenoles (CSP) y concentrado proteico con polifenoles (CPP).
El experimento se llevé a cabo en un bafio de agua (1265PC, Sheldon Manufacturing) a 37

°C con agitacién manual cada 15 min.
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Tabla 7. Preparacion de soluciones madre para digestién in vitro. Fluidos de digestion
simulados para un volumen de 400 mL diluidos con agua destilada (1.25x).

FSS (pH 7) FGS (pH 3) FIS (pH7)
Solucién de Concentracio mL de stock  Concentracion mL de stock  Concentracion mL de stock  Concentracion
sal agregada nes de stock afladidos final de sal en afadidos final de sal en afadidos final de sal en
para0.4L FSS para0.4L FGS para0.4L
(1,25x%) (1,25%) (1,25%)
BN (mL) (mm) (mL) (mm) (mL)
KCI 37.3 0.5 15.1 15.1 6.9 6.9 6.8 6.8
KH,PO, 68 0.5 3.7 3.7 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCO3? 84 1 6.8 13.6 125 25 42.5 85
NaCl 117 2 - - 11.8 47.2 9.6 38.4
MgCl(H.0)s 30.5 0.15 0.5 0.15 0.4 0.12 11 0.33
(NH4).CO3* 48 0.5 0.06 0.06 0.5 0.5 - -
Para el ajuste de pH
HCI 6 0.09 1.1 1.3 15.6 0.7 8.4
NaOH 1 - - - - - -
CaCly(H,0),° 441 0.3 0.025 15 0.005 0.15 0.04 0.6

3E| uso de sales de carbonato en las soluciones de electrolitos requiere el uso de recipientes sellados con espacio de cabeza limitado. °CaCly(H;0),

debe agregarse inmediatamente antes de su uso. FSS = fluido salival simulado, FGS = fluido géastrico simulado, FIS = fluido intestinal simulado.

Fase oral. Se pes6 1 gramo de cada muestra en tubos de 50 mL, se agreg6 0.8 mL de fluido
salival simulado (FSS), 0.005 mL de CaCl, 0.3 M y 0.195 mL de agua destilada para
completar una relaciéon 1:1 p/v, se mantuvo en agitaciéon manual suave durante 2 min. Se
omitié la adicion de a-amilasa salival debido a la naturaleza proteica de las muestras a

tratar.

Fase gastrica. A los 2 mL de bolo alimenticio procedentes de la fase oral, se les agreg6 1.5
mL de fluido gastrico simulado (FGS), 20 mg de pepsina [2400 unidades / mg pt.] disuelta
en 0.32 mL de FGS, 0.001 mL de CaCl;0.3 M, 0.04 mL de HCI 1 My 0.139 mL de agua
destilada para completar una relacién 1:1 v/v. Los tubos se mezclaron bien con agitador
vortex y después de 5 min se reajusto el pH a 3 con HCI 1 M, las muestras permanecieron

2 h en esta fase.

Fase intestinal. A los 4 mL de digerido gastrico se les agregd 2.2 mL de fluido intestinal
simulado (FIS), 8 mg de pancreatina [4 x USP] disuelta en 1 mL de FIS 100 mg de extracto
de bilis (B8631 — 100G) disuelta en 0.5 mL de FIS, 0.008 mL de CaCl,0.3 M, 0.03 mL de
NaOH 1 My 0.262 mL de agua destilada para completar una relacion 1:1 v/v. Los tubos se

mezclaron bien con agitador vértex y después de 5 min
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se reajusto el pH a 7 con NaOH 1 M, las muestras permanecieron 2 h en esta fase. Se
recolectaron las muestras, se les ajusté el pH a 10.5 para inactivar las enzimas y fueron

almacenadas a -20 °C.

Punto final Punto final Punto final Ajuste pH y blanco
gastrico intestinal bioaccesibilidad de enzimas
= = = = B == = = = =] =4
= 1= 7 7 7 7 7 Fase oral. 2 min. v N\
= 1= = = = < #‘%u
IB= B = = =] = = = =: =:
Recoleccionde | = - | = = = = = = = £ Fase gastrica. 120 min.
muestras | | | = = = = = = = =: pH 3

l l Pepsina

=t = = = =] = |=: |=: Fase intestinal. 120 min.

Recoleccionde | | & | - = = = = = pH 7 )=
muestras | - | - | - = < .

Pancreatina
Bilis

* Membrana para
Recoleccionde W i% oy  didlisis de celulosa
muestras A 12 — 14 KDa.
Figura 4. Esquema general del proceso para la digestion in vitro (4 muestras diferentes; 1g en cada
tubo) del Consenso Internacional estandarizado (Brodkorb et al., 2019). Elaboracién propia.
5.5.1 Cuantificacion de proteina de las muestras digeridas

Para la cuantificacién de proteinas después de la digestién in vitro se utilizé un método
descrito por Scopes (1974) el cual utiliza la absorbancia del enlace peptidico a 205 nm, esta
técnica muestra ventajas sobre otros métodos que presentan variabilidad debido a la
composicion de AA. Las diferentes muestras de la digestion in vitro fueron recolectadas
para posteriores determinaciones. Las muestras se analizaron colocando una alicuota (1
puL) en el espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c¢ utilizando la
longitud de onda UV de 205 nm para permitir mediciones sensibles de cuantificacion de
microvolimenes de péptidos y proteinas los cuales se expresan en mg/mL (Thermo
Scientific, 2014).
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5.5.2 Determinacion de digestibilidad proteica in vitro

La digestibilidad proteica in vitro (DPIV) se expres6 como el porcentaje de la diferencia en
el contenido de proteinas antes de la digestion y el contenido de proteinas en el
sobrenadante después de la digestién acorde al método propuesto por Li et al., (2017) con
ligeras modificaciones. De cada muestra digerida se tom6 1 mL (fase intestinal), se pasé a
un microtubo Eppendorf™ de 1.5 mL para ser centrifugado a 15,000 rpm durante 10 min. a
temperatura ambiente. El precipitado es considerado como la parte insoluble que no es
potencialmente absorbible, mientras que el sobrenadante contiene las proteinas solubles
potencialmente absorbibles. Para la cuantificacién de proteinas en el sobrenadante se

utilizé el método descrito anteriormente propuesto por Scopes (1974).
El grado de digestibilidad se calculé de la siguiente manera:

Pt, — Pt,

Digestibilidad (%) = 100 X
Pt

Donde Pt, es el contenido proteico de la muestra sin tratamiento antes de la digestion; Pt;

es el contenido proteico en el precipitado de la muestra después de la digestion intestinal.

5.5.3 Bioaccesibilidad de las proteinas digeridas

Para evaluar la bioaccesibilidad de las muestras digeridas se realizé la simulacion de los
procesos de absorcion mediante un procedimiento de dialisis estatica con membrana de
celulosa con meétodo descrito por Managa et al. (2021) con ligeras modificaciones. Las
muestras de la fase intestinal digeridas (8 mL) se vertieron dentro de una membrana de
celulosa tubular para dialisis (D9652, Sigma-Aldrich), previamente hidratadas en agua
destilada durante 10 min., como modelo simplificado de la barrera epitelial. Cada bolsa de
dialisis se coloco dentro de un matraz de 125 mL, se sumergieron totalmente con 40 mL de
fluido intestinal simulado, esta mezcla se mantuvo tapada a 37 °C en bafio de agua
durante 120 min con agitacion manual suave cada 15 min. La férmula utilizada para calcular

la bioaccesibilidad de la proteina digerida fue (F. Liu et al., 2021):

Pt; (mg/mL)

FB(%) = 100 x —2~—2L2
(%) = 100 4 g /mL)

Donde FB(%) es la fraccion bioaccesible en porcentaje; Pt, es la proteina dializada de las

muestras digeridas; Pt; es el contenido de proteina en la muestra inicial sin digerir.
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5.5.4 Cinética de liberacién proteica de las muestras digeridas

La cinética de liberacion proteica de las muestras digeridas se determiné segun el método
propuesto por Perales-Vazquez et al., (2020) con ligeras modificaciones. Se replicaron las
condiciones descritas en el parrafo anterior para evaluar la bioaccesibilidad, y se recogieron
alicuotas de 5 pL cada 15 min. del FIS con las proteinas liberadas desde bolsas de dialisis
al matraz para su posterior analisis. La cuantificacion de proteinas de las muestras

recolectadas se realizé por el método descrito anteriormente propuesto por Scopes (1974).

Para determinar la cinética de liberacién de la proteina digerida en la fase intestinal de la

digestion in vitro se utilizé la siguiente ecuacion:

o AC
F = LUAT

Donde V; es la tasa final de liberacion de la proteina digerida durante la cinética de
liberacion (mg/mL por min); AC es la diferencia de la concentracion de la proteina inicial y

la concentracion de la proteina final; AT es la diferencia de tiempo especifico con el tiempo

inicial.
5.6 Electroforesis (SDS-PAGE)

La proteina del ASP y CPP, harinas y muestras digeridas de haba se analiz6 con
electroforesis unidimensional desnaturalizante en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) con sistema de tampén discontinuo como fue descrito por
Laemmli (1970) con ligeras modificaciones (Xing et al., 2017). Esta técnica permite separar
proteinas en funcién a su peso molecular y su migracién a través del gel mediante la
aplicacion de un campo eléctrico, estas mediciones de protedlisis permiten comparara la

digestibilidad in vitro.
Preparacion de las muestras

Para la estandarizacion de las muestras a analizar, los digeridos resultantes de la fase
gastrica e intestinal fueron llevadas a un volumen de 40 mL, con agua destilada, igual que
el volumen de bioaccesibilidad, para las muestras sin digerir, se pesé en balanza analitica
(HR-250AZ, A&D Weighing) 1g de cada muestra y se aforo a 40 mL con agua destilada.

Las muestras se mezclaron en agitador vortex hasta la eliminacién de grumos.
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Preparacion de los geles y separacion de las proteinas

Se prepararon los reactivos y soluciones madre segun el manual Bio-Rad Laboratories
(2014) para la elaboracion del gel de 0.75 mm de espesor al 12% (resolucion: abajo) y 4%
(concentrador: arriba). Se tomaron 25 uL de cada muestra y se diluyeron a relaciéon 1:2 con
buffer de muestra con -mercaptoetanol y se calentaron a 95 °C por 4 min para cargar las
muestras (14 uL) en el gel utilizando como marcador de peso molecular (15 pL) BenchMark
Protein Ladder. La electroforesis se realiz6 con sistema de tampoén discontinuo en una
unidad de electroforesis Mini-PROTEAN 3 cell vertical a 60 V hasta que la marca azul
hubiese alcanzado el fondo del gel concentrador, aumentando a 120 V hasta que la marca
azul alcanzara el fondo del gel de resolucién. El gel fue tefiido con la solucién (0.1% azul
de Coomassie, 45% metano y 45% acido acético glacial) durante toda la noche con
agitacion suave (80 rpm). El gel fue sumergido en solucion destefidora (5% &cido acético
glacial, 45% agua destilada y 50% metanol) con agitacién suave hasta que desaparecio el
color de fondo, el gel se enjuago varias veces con agua destilada hasta que las bandas de
proteina coloreadas fueran claramente visibles. El andlisis de imagenes de los geles SDS-

PAGE se llevé a cabo utilizando el software GelAnalyzer 19.1 (Istvan, 2021).

5.7 Evaluacion de parametros nutricionales:

5.7.1 Determinacion cromatogréafica liquida de alto rendimiento de
aminoacidos libres de las muestras

Para el analisis de AA libres totales en las muestras de proteicas de haba, se utilizé6 un
método de cromatografia liquida de alta presion (HPLC por su siglas en inglés) en fase
inversa, utilizando derivatizacion de fluorescencia previa a la columna de acuerdo a
Vazquez-Ortiz et al., (1995). Los AA primarios se trataron con O-Ftalaldehido (OPA). Los
productos de reaccidn se separaron en una columna de fase inversa (Microsorb Short-ones
de 3 um) con desarrollo de elucion en gradiente. Los AA se separaron en 21 min. Los AA
secundarios se hicieron reaccionar con 4-cloro-7-nitrobenzofurazan (NBD) y su separacion

se llevé a cabo en una columna Lichrosorb FW-C18, 5um.
Preparacion de las muestras

Los extractos para analisis se prepararon mezclando las muestras en un homogeneizador
(Waring™) en una proporcién de 1 g de muestra por 2 mL de acido tricloroacético (TCA).

Los extractos se centrifugaron y se analiz6 parte del sobrenadante.
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Aminoacidos primarios. Solucién derivatizante de OPA

A 10 mg de OPA disueltos en 250 uL de metanol, se le afiadieron 37.5 pL de solucion
Brij®35 al 30%, 25 pL de 2-mercaptoetanol y 3 mL de tampdn borato potasico 0.5 M pH =
10.4. Esta solucién se diluyé a 10 mL con tampén borato y se mezclé bien. Luego se

almaceno en refrigeracién en la oscuridad y se dejo reposar durante 24 h antes de su uso.
Preparacion de derivatizacién de muestras

Una muestra de extracto de TCA se diluy6é con 5 mL de tampén de citrato de sodio pH =
2,2, se filtré (Whatman 934-AH) y se diluy6 con acido alfa-aminobutirico (2.5 M/mL) como

estandar interno (El) de la siguiente manera:
100 pL de extracto de TCA+40 uL de Ela 1l mL

Derivacion de la muestra. Inmediatamente antes de cargar el circuito de inyeccion, se
prepard una combinacion de 0.5 mL de solucion de OPA y 0.5 mL de muestra o solucién
estandar de AA que contenia El en un tubo de ensayo pequefio y se mezclé. Se inyectd en

2 min.
Aminoacidos secundarios

Preparacion de los derivados de NBD. Se combinaron volimenes iguales de muestra de
extracto de TCA, tampoén de borato 0.4 My la solucion de NBD (2 mg/mL en metanol) y la
mezcla se calenté durante 5 min a 60 °C en un vial cerrado. La reaccién se detuvo enfriando
la mezcla a 0 °C. Se inyectaron 10 pL en la columna. La cuantificacion se realizé utilizando

un patrén externo.

5.7.2 Aminoéacido esencial limitante, Puntuacién de aminoacidos
esenciales, Puntuacion de aminoéacidos corregida por la digestibilidad
de las proteinas in vitro e Indice de eficiencia proteica estimado

La puntuacion de AA esenciales (EAAS), también conocida como Puntuacion Quimica de
proteina (Chemical Score), se utiliza para determinar si una proteina esta completa con
base en la cantidad de AA esenciales en comparacion con el nivel presente en una proteina
de referencia seleccionada por su excelencia nutricional (Mitchell & Block, 1946). La EAAS
se determindé como la relacion entre el contenido de aminoacido esencial limitante de la
muestras y el de la proteina de referencia establecida por la FAO/OMS utilizando el
requerimiento de AA para nifios de 3 a 10 afios de edad (FAO, 2013). La proporcion del

aminoacido esencial méas bajo represent6 el aminoacido esencial limitante. Los calculos se
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realizaron de acuerdo a la FAO, (2013) con ligeras modificaciones propuestas por Le Roux

et al., (2020). La ecuacion fue la siguiente:

Contenido de AA limitante en la muestra
Contenido de AA limitante en patron de referencia

EAAS (limitantes) =

La Puntuacion de AA corregida por la digestibilidad de las proteinas in vitro (PDCAAS-IV)
se calculé adaptando la metodologia de la FAO, (2013) en la que la digestibilidad de la
proteina fecal verdadera (normalmente determinada in vivo en ratas en crecimiento) se
reemplazé por la digestibilidad proteica in vitro (DPIV) calculada como se describe

anteriormente. La ecuacion fue entonces la siguiente:
PDCAAS — IV (%) = DPIV (%) x EAAS

El indice de Eficiencia Proteica (PER) fue el primer método in vivo adoptado para la
evaluacion de rutina de la calidad proteica de los alimentos. Los investigadores han
intentado correlacionar los métodos in vivo con los métodos in vitro con el fin de desarrollar
métodos menos complicados y fiables para la medicion del PER. Uno de estos métodos es

el indice de Eficiencia Proteica Estimado (E-PER).

Los valores del PER Pronosticado se calcularon a partir de la composicion de AA de las

muestras basandose en la siguiente ecuacién desarrollada por Alsmeyer et al., (1974):

E—PER = —0.468 + 0.454(Leu)—0.105(Tyr)

5.8 Analisis estadistico

Los andlisis y experimentos con las muestras se realizaron por triplicado. Los resultados se
expresan como media + desviacién estandar (DEM). Para el analisis estadistico, los
resultados fueron analizados con el software estadistico IBM SPSS Statistics 25.0. Para
comprobar la normalidad de los datos se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk y una vez
confirmada la homogeneidad de varianzas (homocedasticidad) con la prueba Levene, se
realizé analisis de varianzas de un factor (ANOVA) para comprobar diferencias entre
grupos, y la prueba post-hoc de Tukey para confirmar las diferencias entre grupos

estadisticamente significativas con un valor de significancia p<0.05
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VI. Resultados

6.1 Rendimiento de la extraccion proteica de harina cruda

El porcentaje de rendimiento de las dos extracciones proteicas (con y sin polifenoles) y su
concentracion de proteina se muestran en la Tabla 8. En cuanto a la extraccion proteica sin
polifenoles, se logré6 obtener una concentracién proteica >90%, por lo cual, de aqui en
adelante se menciona como aislado proteico sin polifenoles (ASP), mientras que la
extraccion proteica con polifenoles mostré una concentracién proteica <90%, concentracion
perteneciente de un concentrado proteico con polifenoles (CPP). La extraccién proteica del
CPP mostré un mayor rendimiento (p<0.05), sin embargo, la mayor concentracion proteica
se obtuvo en el ASP (p<0.05), demostrando que la extraccion proteica con un mayor nivel
de pureza en las proteinas al retirar los polifenoles reduce significativamente el rendimiento
de obtencion hasta un 8%.

Tabla 8. Porcentaje de rendimiento de diferentes extracciones proteicas y su contenido de
proteina. Datos expresados en media + DEM (n=3).

. . . . Concentrado proteico con
Aislado proteico sin polifenoles P

polifenoles
Lote 1 2 1 2
Harina cruda inicial (g) 25.00 + 0.002 25.03 £ 0.052 25.03 + 0.052 25.01 +0.012
Muestra obtenida (g) 4.24 +0.142 4,10 +0.082 5.53 + 0.05° 5.60 £ 0.07°
Rendimiento (%) 16.97 + 0.562 16.40 + 0.382 22.10 + 0.06P 22.36 £ 0.27°
Concentracion proteica (%) 94.39 +0.762 93.36 + 1.262 84.84 + 0.29b 84.36 + 0.30°

Prueba ANOVA de un factor y Tukey como prueba post hoc. Letras en superindice diferentes en la misma fila indican
diferencia estadistica significativa (0<0.05). *Determinacién por método de combustién de Dumas (AOAC 992.23).

6.2 Andlisis proximal de harinas y aislado proteico

La composicidon proximal de las muestras analizadas en base seca segun los métodos
oficiales de la Asociacion de Comunidades Analiticas (AOAC International, 2019) se
muestra en la Tabla 9. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05) entre grupos en los resultados de ceniza, mientras que en el resto de resultados
humedad, proteina, lipidos, fibra cruda y extracto libre de N existen diferencias significativas
(p<0.05).

La extraccion proteica que se realiz6 retirando los compuestos fendlicos mostro mayor
concentracion de proteina a diferencia de la extraccion proteica sin retirar los compuestos
fendlicos con 94.4 y 84.4% de concentracién proteica, respectivamente. En ambas
muestras no se logré cuantificar la fibra cruda, ya que para la extraccion proteica se retira

la mayor cantidad posible de otros componentes no proteicos. Los extractos proteicos
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mostraron las menores cantidades de ceniza en comparacion con las harinas, a pesar de

esto, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05).

Tabla 9. Composicion proximal de harina cruda, harina cocida, aislado proteico y
concentrado proteico con polifenoles. Datos expresados en % (p/p) base seca, media £

DEM (n=3).

Componente (%) Harina cruda Harina cocida ASP CPP
Humedad 3.34+£0.702 5.79 + 0.98bc 2.68 £ 0.152 7.55 +0.85¢
Ceniza 3.17 £ 0.402 3.16 £ 0.022 2.69 £ 0.082 2.90 £0.432
Proteina 26.47 + 0.262 27.98 + 0.25P 94.39 +0.76¢ 84.37 + 0.30d
Extracto etéreo 2.00 £ 0.20¢ 1.66 + 0.29bc 0.23 +0.062 1.43 +0.15b
Fibra cruda 1.89 £ 0.022 1.78 £0.122 <0.1b <0.1b
Extracto libre de N 63.13 +1.072 59.43 + 3.16P <0.1¢ 3.74 + 0.50

ASP = Aislado proteico sin polifenoles, CPP = Concentrado proteico con polifenoles. *Trazas (menos del 0.1%). Prueba
ANOVA de un factor y Tukey como prueba post hoc. Letras en superindice diferentes en la misma fila indican diferencia
estadistica significativa (0<0.05).

6.3 Determinacién de digestibilidad proteica in vitro

En la Tabla 10 se muestran los resultados de la digestibilidad de las diferentes muestras

después de la digestion gastrointestinal in vitro.

Las muestras presentaron algunas diferencias estadisticamente significativas en la proteina
cuantificada (mg/mL) antes de ser sometidas a la digestion in vitro. La concentracion
proteica en la Harina de haba cocida fue significativamente menor (0<0.05), seguido del
CPP. Por otra parte, la harina de haba cruda y el ASP mostraron la mayor concentracion

proteica sin presentar diferencias estadisticamente significativas (0>0.05).

Respecto a la fase intestinal todos los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas (0<0.05). La muestra con mayor cuantificacion proteica en el sedimento fue la
harina de haba cruda, seguido del ASP, CPP y por ultimo la harina de haba cocida. Por el
contrario, las muestras con la menor sedimentacion proteica, fueron las que presentaron
mayor cantidad de proteinas en el sobrenadante.

Tabla 10. Porcentaje de digestibilidad proteica in vitro de harina cruda, harina cocida,

aislado proteico y concentrado proteico con polifenoles. Datos expresados en media + DEM
(n=3).

Proteina cuantificada (mg/mL)*

Digestibilidad proteica

Muestra Injcial _s,in Sedimen.to fase Sobrgnadgnte fase in vitro (%)
digestion intestinal intestinal
Harina cruda 7.27 £ 0.05¢ 4.99 +0.102 2.28 £0.102 31.34 £ 1.402
Harina cocida 6.52 + 0.062 0.38 +0.16° 6.14 +0.10° 94.15 + 2.45b
ASP 7.15 + 0.02¢ 1.59 +0.16¢ 5.55 + 0.16¢ 77.73 £2.26¢
CPP 6.90 £ 0.08° 1.99 + 0.09d 490+0.174 71.09 + 1.69d

ASP = Aislado proteico sin polifenoles, CPP = Concentrado proteico con polifenoles. Prueba ANOVA de un factor y Tukey
como prueba post hoc. Letras en superindice diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa
(0<0.05). *Determinacion por método de Scopes (1974) el cual utiliza la absorbancia del enlace peptidico a 205 nm.
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Al término de la digestion gastrointestinal in vitro, se observaron diferencias
estadisticamente significativas (0<0.05) en todas las muestras. La harina de haba cocida
fue la muestra que presenté el mayor porcentaje de digestibilidad con valor arriba del 90%,

seguido del ASP y el CPP. La harina cruda presentd la menor digestibilidad proteica.

6.4 Bioaccesibilidad de la proteina de las muestras digeridas

La tabla 11 muestra los resultados de la bioaccesibilidad de los péptidos (<14 kDa) de
proteina de haba (Vicia faba) de las distintas muestras después de ser sometidas a una
digestion in vitro y la cantidad de péptidos después de ser dializadas.

Tabla 11. Porcentaje de bioaccesibilidad de harina cruda, harina cocida, aislado proteico y

concentrado proteico con polifenoles de haba (Vicia faba). Datos expresados en media *
DEM (n=3).

Proteina cuantificada (mg/mL)*

Muestra — — — — Bioaccesibilidad (%)
Inicial sin digestion Dializada
Harina cruda 7.27 +0.05¢ 1.20 £ 0.042 16.43 £ 0.402
Harina cocida 6.52 + 0.062 1.34 £0.122 20.47 +1.782
ASP 7.15 £ 0.02¢ 2.13 £0.14b 29.85 +1.88P
CPP 6.90 + 0.08P 2.29 +0.10° 33.19 + 1.65P

ASP = Aislado proteico sin polifenoles, CPP = Concentrado proteico con polifenoles. Prueba ANOVA de un factor y Tukey
como prueba post hoc. Letras en superindice diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa
(0<0.05). *Determinacion por método de Scopes (1974) el cual utiliza la absorbancia del enlace peptidico a 205 nm.

La mayor cantidad de péptidos bioaccesibles (<14 kDa) y dializados se obtuvieron a partir
de las muestras del ASP y el CPP sin diferencia estadisticamente significativa (0=0.110), a
pesar de que el concentrado proteico presentara valores mas elevados. En cuanto a las
harinas, la harina cocida presenté un mayor porcentaje de bioaccesibilidad, sin embargo,
este no fue significativamente distinto al de la harina cruda, (0=0.05). En ese sentido, la
harina cruda y cocida presentaron una bioaccesibilidad estadisticamente similar, por lo que
el tratamiento térmico no mostr6 un aumento estadisticamente significativo en la

bioaccesibilidad. EI ASP y el CPP no mostraron valores estadisticamente diferentes.

6.6 Cinética de liberacion proteica de las muestras sometidas a la
digestion in vitro
Los resultados de la cinética de liberacion proteica (mg/mL) de las muestras sometidas a la

digestion in vitro se muestran en la Tabla 12, 13y 14.

Durante la cinética de liberacion se obtuvieron velocidades promedio de la proteina total
liberada (mg/mL) in vitro desde 0.010 hasta 0.019 mg/mL de proteina por min (Tabla 12).
La harina cruda y harina cocida mostraron velocidades similares sin diferencia

estadisticamente significativa (p>0.05). EI ASP y el CPP no mostraron diferencias
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significativas en sus velocidades de liberacién proteica (p>0.05), ademas de reportar la

mayor velocidad de liberacién.

La cantidad de proteina total liberada (mg/mL) in vitro mostré diferencias significativas
(p<0.05) en todas las muestras a lo largo de los 120 min (Tabla 13 y Figura 5), sin embargo,
se obtuvieron valores estadisticamente similares (p>0.05) en la harina cruda y harina cocida
en los min 15, 75, 90, 105 y 120, lo que sugiere que el tratamiento térmico no influyo en la
cantidad de proteina liberada. Por otro lado, el ASP y CPP no mostraron valores
estadisticamente diferentes (p>0.05) a excepcién del min 105, esto senala que el ASP y
CPP presentan la misma cantidad de proteina total liberada, ademas, estas muestras

reportaron la mayor liberacion proteica total.

La tasa de liberacién de proteina (mg/mL por min) in vitro se muestra en la (Tabla 14 y
Figura 6). Se obtuvieron velocidades estadisticamente iguales (p>0.05) en todas las
muestras durante el transcurso del min 15 al 30, y del min 30 al 45. Todas las muestras
presentaron su mayor tasa de liberacion durante el min 0 al 15, siendo la harina cruda la
muestra con menor tasa de liberacion, sin embargo, esta no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05) con la harina cocida y el CPP. La harina cruda y la
harina cocida mostraron la misma (p>0.05) tasa de liberacién, lo que sugiere que el
tratamiento térmico no cambio la velocidad de liberacion proteica. Por otra parte, el ASP y
el CPP si mostraron algunas diferentes tasas de liberacién (p<0.05) durante el min 45 al 60
y 90 al 105.

Tabla 12. Velocidad promedio de proteinatotal liberada (mg/mL)
in vitro de harina cruda, harina cocida, aislado proteico y
concentrado proteico con polifenoles. Datos expresados en
media + DEM (n=3).

Muestra Velocidad promedio (mg/mL por min)
Harina cruda 0.010 + 0.0002
Harina cocida 0.011 +0.0012
ASP 0.018 + 0.001°
CPP 0.019 + 0.001°

ASP = Aislado proteico sin polifenoles, CPP = Concentrado proteico con polifenoles.
Prueba ANOVA de un factor y Tukey como prueba post hoc. Letras en superindice
diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (0<0.05).
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Tabla 13. Proteina total liberada (mg/mL) in vitro de harina cruda, harina cocida, aislado
proteico y concentrado proteico con polifenoles. Datos expresados en media + DEM (n=3).

Muestra
(mg de proteina
dializada/mL) *

Tiempo (min)

15 30 45 60 75 90 105 120
Harina cruda 0.25+0.00* 0.38+0.09% 0.58+0.022% 0.74+0.062 0.90+0.11® 1.07+0.13* 1.14+0.08% 1.20+0.04?
Harina cocida 0.56+0.15® 0.75+0.14° 0.87+0.10° 1.02+0.08> 1.14+0.03%® 1.20+0.058 1.27+0.07*% 1.40+0.242
ASP 0.64+0.19° 0.79+0.07° 1.06+0.05° 1.31+0.08° 155+0.19° 1.72+0.08°® 1.89+0.07° 2.13+0.14°
CPP 0.55+0.06® 0.95+0.09° 1.12+0.05° 1.20+0.03° 1.69+0.36° 2.02+0.17° 2.19+0.04° 2.29+0.10°
ASP = Aislado proteico sin polifenoles, CPP = Concentrado proteico con polifenoles. Prueba ANOVA de un factor y Tukey
como prueba post hoc. Letras en superindice diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa
(0<0.05). *Determinacion por método de Scopes (1974) el cual utiliza la absorbancia del enlace peptidico a 205 nm.
Tabla 14. Cinética de liberacion (mg/mL por min) in vitro de harina cruda, harina cocida,
aislado proteico y concentrado proteico con polifenoles. Datos expresados en media + DEM
(n=3).
Muestra . Tiempo (min)
(mg de proteina
dializada/mL) * 15 30 45 60 75 90 105 120
Harina cruda 0.02+0.00* 0.01+0.01> 0.01+0.01#2 0.01+0.00%® 0.01+0.00* 0.01+0.012 0.01+0.0*® 0.00=0.002
Harina cocida 0.04+0.01* 0.01+0.01*® 0.01£0.01> 0.01+0.00® 0.01+0.00*® 0.00+0.00* 0.00+0.00® 0.000.002
ASP 0.04+0.01° 0.01+0.01> 0.02+0.01® 0.02+0.01° 0.02+0.01° 0.01+0.01°> 0.01+0.01° 0.02+0.01°
CPP 0.04 £0.00® 0.03+0.00® 0.01+0.00® 0.01+0.002 0.03+0.02° 0.02+0.01° 0.01+0.01° 0.01+0.00°

ASP = Aislado proteico sin polifenoles, CPP = Concentrado proteico con polifenoles. Prueba ANOVA de un factor y Tukey
como prueba post hoc. Letras en superindice diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa
(0<0.05). *Determinacion por método de Scopes (1974) el cual utiliza la absorbancia del enlace peptidico a 205 nm.
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Proteina liberada (mg/mL)

Proteina liberada (mg/mL)

Proteina total liberada (mg/mL) in vitro
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Figura 5. Proteina total liberada (mg/mL) in vitro de harina cruda, harina cocida, aislado proteico y
concentrado proteico con polifenoles.
Tasa de liberacion de proteina (mg/mL por minuto) in vitro
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Figura 6. Cinética de liberacion (mg/mL por minuto) in vitro de harina cruda, harina cocida, aislado
proteico y concentrado proteico con polifenoles

42



6.7 Electroforesis (SDS-PAGE)

Se evalud el proceso de digestion in vitro a través de la accién proteolitica de las enzimas
(pepsina y proteasas pancreéticas) sobre la fraccion proteica de las muestras. En las
Figuras 11 y 12 se muestran el perfil electroforético por peso molecular de la fraccién
proteica de las muestras sometidas a digestion in vitro determinadas por SDS-PAGE. En
las muestras se observaron proteinas predominantes con peso molecular de 50 y 30 kDa,
seguido de las proteinas entre 15 y 20 kDa, y finalmente las de 70 kDa. Ademas, se
observaron bandas tenues con peso molecular de 60, 40, 27 y 17 kDa. El perfil
electroforético de la harina cruda mostré la presencia de 12 proteinas, la Harina cocida
mostré bandas muy tenues presentd 4 proteinas, el ASP mostré 12 proteinas y el CPP 11
(Tabla 15 a18 y Figura 7 a 10). Las proteinas se lograron identificar y se determiné su peso

molecular empleando la curva de calibracion del marcador de peso molecular.

Los resultados muestran la modificacion del perfil proteico de cada muestra a través de la
digestion in vitro, lo que indica que todos los tratamientos enzimaticos fueron capaces de
degradar proteinas de alto peso molecular a proteinas més pequefas. Durante la fase
gastrica, la pepsina fue particularmente efectiva, produciendo proteinas con menor peso
molecular en la Harina de haba cruda, ASP y CPP. Al finalizar la fase intestinal se
observaron 4 bandas de peso molecular entre 13 y 23 kDa en la Harina de haba cruda, y 5
bandas (14 a 22 kDa) en el CPP, a diferencia del ASP donde se identificaron 8 bandas (15
a 22 kDa). En la Harina de haba cruda y el CPP fueron predominantes las proteinas <17
kDa de peso molecular, mientras que en el ASP todavia estaban presentes algunas

proteinas no hidrolizadas >20 kDa, lo que sugiere una menor actividad proteolitica.

El perfil proteico bioaccesible de las muestras fue analizado mediante SDS-PAGE de la
fraccion proteica dializada después de la digestion in vitro. En la Harina cruda de haba y el
ASP se observaron proteinas bioaccesibles de bajo peso molecular (BPM) <15 kDa,
mientras que en el CPP se observé solo una tenue banda por debajo de los 10 kDa. La

Harina de haba cocida no mostré ninguna banda.
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Tabla 15. Peso molecular (kDa) de las proteinas
identificadas mediante SDS-PAGE en la harina

cruda
Harina Cruda
Banda R Peso molecular (kDa)

1 0.126 132
2 0.179 104
3 0.267 71
4 0.313 59
5 0.384 45
6 0.423 39
7 0.488 31
8 0.554 25
9 0.584 23
10 0.698 18
11 0.747 16
12 0.785 15

33e define como la distancia (mm) de migracién de la proteina a
través del gel dividida por la distancia de migracion del frente del
colorante. La distancia debe medirse desde la parte superior del
gel de resolucion hasta la banda de interés.
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Figura 7. Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el peffil
electroforético de harina de haba cruda
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Tabla 16. Peso molecular (kDa) de las proteinas
identificadas mediante SDS-PAGE en la harina de

haba cocida
Harina de haba cocida
Banda R Peso molecular (kDa)
1 0.381 45
2 0.5 30
3 0.728 17
4 0.787 15

33e define como la distancia (mm) de migracién de la proteina a

través del gel dividida por la distancia de migracion del frente del
colorante. La distancia debe medirse desde la parte superior del
gel de resolucion hasta la banda de interés.
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Figura 8. Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el perfil
electroforético de harina de haba cocida
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Tabla 17. Peso molecular (kDa) de las proteinas
identificadas mediante SDS-PAGE en la aislado
proteico sin polifenoles

Aislado proteico sin polifenoles

Banda R Peso molecular (kDa)
1 0.15 107
2 0.197 85
3 0.238 70
4 0.286 56
5 0.36 41
6 0.463 29
7 0.51 25
8 0.558 22
9 0.653 19

10 0.697 17
11 0.736 16
12 0.898 15

33e define como la distancia (mm) de migracién de la proteina a
través del gel dividida por la distancia de migracién del frente del
colorante. La distancia debe medirse desde la parte superior del
gel de resolucién hasta la banda de interés.
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Figura 9. Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el peffil
electroforético de harina de aislado proteico sin polifenoles
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Tabla 18. Peso molecular (kDa) de las proteinas
identificadas mediante SDS-PAGE en el
concentrado proteico con polifenoles

Concentrado proteico con polifenoles

Banda R Peso molecular (kDa)
1 0.156 107
2 0.238 70
3 0.281 57
4 0.36 41
5 0.501 26
6 0.558 22
7 0.593 21
8 0.671 18
9 0.705 17

10 0.736 16
11 0.932 14

33e define como la distancia (mm) de migracion de la proteina a

través del gel dividida por la distancia de migracion del frente del
colorante. La distancia debe medirse desde la parte superior del
gel de resolucién hasta la banda de interés.
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Figura 10. Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el perfil
electroforético de harina de concentrado proteico con polifenoles

47



Digestién in vitro

Digestion in vitro
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Figura 11. Perfil electroforético por peso molecular de las proteinas de APS y CPP de haba sometidas a
una digestion in vitro determinadas por SDS-PAGE. Carriles: M: Marcador de peso molecular; 1: APS; 2:
APS fase gastrica, 3: APS fase intestinal, 4: APS bioaccesible, 5: CPP, 6: CPP fase gastrica, 7: CPP fase

intestinal, 8: CPP bioaccesible y 9: blanco de enzimas digestivas.
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Figura 12. Perfil electroforético por peso molecular de fraccién proteica de harina cruda y harina cocida
de haba sometidas a una digestion in vitro determinadas por SDS-PAGE. Carriles: M: Marcador de peso
molecular; 1: HaCr; 2: HaCr fase gastrica, 3: HaCr fase intestinal, 4: HaCr bioaccesible, 5: HaCo, 6: HaCo
fase gastrica, 7: HaCo fase intestinal, 8: HaCo bioaccesible y 9: blanco de enzimas digestivas.
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6.8 Evaluacion de parametros nutricionales:

6.8.1 Determinacién cromatogréafica liguida de alto rendimiento de
aminoéacidos libres de las muestras, Aminoacido esencial limitante,
Puntuacion de aminoéacidos esenciales, Puntuacion de aminoéacidos
corregida por la digestibilidad de las proteinas in vitro e Indice de
eficiencia proteica calculado

Se utilizé la cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC por sus siglas en inglés) para la
determinar la concentracion de 15 AA contenidos en las muestras. Los resultados se
muestran en la (Tabla 19). De los 15 AA determinados, la harina de haba cocida presento
mayor concentracion en 7 AA, seguido del ASP en 5 AA, seguido del CPP en 2 AAy
finalmente la harina de haba cruda solo mostré mayor cantidad en uno de los AA

cuantificados.

En la harina de haba cocida 6 de los 7 AA (alanina, fenilalanina + tirosina, isoleucina, Met
+ Cys, tirosina y valina) con mayor concentracidon pertenecen a los AA apolares
(hidrofébicos). Mientras que en ASP 3 de los 5 AA (ac. aspartico, ac. glutamico y treonina)
con mayor concentracion pertenecen a la categoria de los apolares (hidrofilicos), ademas,

dos de estos contienen acidos carboxilicos en sus cadenas laterales.

La proteina total (%) determinada por HPLC fue diferente para todas las muestras, el ASP
mostrd el mayor porcentaje, seguido del CPP, harina cocida y finalmente la harina cruda,
ademds, estos resultados varian a los antes presentados por el método de combustion
Dumas. Entre los AA determinados, el aminoacido esencial limitante en las cuatro muestras
pertenece a los AA azufrados (Met + Cys). La EAAS aumentd en la harina de haba sometida
al proceso de coccion respecto a la cruda (0.61 contra 0.78), y la menor puntuacion la
mostro el ASP (0.44). La PDCAAS-IV (%) fue estadisticamente diferente (p<0.05) en todas
las muestras, la mayor puntuacion fue en la harina cocida con alrededor del 73%, y para la
harina cruda a pesar de tener una EAAS mayor que ASP y CPP, su PDCAAS-IV fue el
menor de todas las muestras analizadas (<20%). Esto sugiere que el tratamiento térmico
aumenta significativamente la PDCAAS-IV en la muestra analizadas de harina de haba. El
ASP y CPP mostraron PDCAAS-IV cercanas a 34 y 38%, respectivamente, siendo
estadisticamente diferentes (p<0.05). En cuanto al indice de eficiencia proteica estimado el
valor mas alto se present6 en el ASP, seguido del CCP, seguido de la harina de haba cocida
y finalmente la harina de haba cruda, con valores de 2.15, 2.11, 1.75 y 1.43,

respectivamente.
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Taba 19. Comparacion del perfil de aminoacidos y pardmetros nutricionales de harina
cruda, harina cocida, aislado proteico y concentrado proteico con polifenoles.

(g/ggi;z?gi:;a)a Harina cruda Harina cocida ASP CpPP FAO 2013
Alanina 3.25 3.54 3.19 3.26 -
Arginina 2.82 2.96 2.21 2.72 -
Ac. Aspartico 5.78 6.17 6.70 6.20 -
Fenilalanina + Tirosina 8.60 10.46 8.68 8.61 4.1
Glicina 5.38 5.57 6.11 6.07 -
Ac. Glutamico 11.53 14.06 14.96 13.02 -
Histidina 18.44 15.81 13.95 11.90 1.6
Isoleucina 2.67 3.19 2.96 2.99 3.0
Leucina 5.36 6.32 6.81 6.72 6.1
Lisina 6.04 6.01 5.98 6.43 4.8
Met + Cys 1.41 1.81 1.02 1.21 2.3
Serina 2.80 2.77 3.19 3.27 -
Treonina 15.29 9.16 16.60 15.87 25
Triptéfano - - - - 0.66
Valina 2.72 3.26 3.08 3.19 4.0
Proteina total (%) 28.23 32.96 93.35 74.79
AA esencial limitante Met + Cys Met + Cys Met + Cys Met + Cys
EAAS (limitantes) 0.61 0.78 0.44 0.53 1
*DPIV (%) 31.34 +1.402 94.15 + 2.45b 77.73 +2.26° 71.09 £ 1.694
*PDCAAS-IV (%) 19.12 + 0.862 73.44 £ 1.92b 34.20 £ 0.99¢ 37.68 £ 0.904
E-PER 1.43 1.75 2.15 2.11

Determinacion de aminoacidos libres con cromatografia liquida de alta presion realizada a través de un servicio externo. ASP = Aislado proteico sin polifenoles,
CPP = Concentrado proteico con polifenoles, EAAS = Puntuacién de aminoacidos esenciales, DPIV = Digestibilidad proteica in vitro, PDCAAS-IV = Puntuacién
de aminoéacidos corregida por la digestibilidad de las proteinas in vitro. ®Composicion en base seca; "Requerimiento de aminoacidos para nifios de 3 a 10 afios
de edad segun la FAO, 2013; °Determinacion de aminoacidos libres con cromatografia liquida de alta presion realizada a través de un servicio externo;
IPDCAAS-IV (%) = DPIV (%) x EAAS, E-PER = indice de eficiencia proteica estimado. Prueba ANOVA de un factor y Tukey como prueba post hoc. Letras en
superindice diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa (0<0.05). *Determinacién por triplicado (n=3).
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VIl Discusioén

7.1 Rendimiento de la extraccion proteica de harina cruda

El rendimiento de extraccion proteica es un importante parametro a tomar en cuenta para
promover el uso de una proteina de origen vegetal. El haba es una semilla con potencial a
ser usada como fuente de proteina alternativa de origen vegetal debido a sus propiedades
y caracteristicas ya mencionadas anteriormente. La fraccion proteica de haba puede ser
obtenida por diferentes métodos, lo que puede influir en sus propiedades estructurales y

funcionales, y como resultado afectar la concentracién proteica final (Buhler et al., 2020).

El rendimiento se vio significativamente afectado (Tabla 8) cuando se realiz6 la extraccién
de polifenoles con una solucién acetona-agua, disminuyendo de 22.23% a 16.70%, sin
embargo, la concentracién de proteina aumentd significativamente (de 84.37% hasta
94.39%) debido a la mayor extraccién de compuestos no proteicos. En este estudio el ASP
present6 un color blanco a diferencia del CPP que presentd un color mas obscuro y pardo,
es probable que los polifenoles sean responsables del obscurecimiento en preparaciones
de harina y aislados de proteinas, debido a la oxidaciébn a quinonas coloreadas. Este
problema se evitd mediante la extraccién de polifenoles de la harina desengrasada y el uso
de Na,SO; durante la fase alcalina para evitar la oxidacién de los polifenoles residuales
(Vioque et al., 2012).

En otro estudio de Hernandez-Garcia et al., (2016) se reporté un mayor rendimiento de
extraccion (36%), con una eficacia de extraccién proteica del 92%, debido a una mayor
recuperacion proteica gracias al empleo de maéas fuerza g (15,000 g) durante la
centrifugacion en la fase alcalina (pH 10.5) y precipitacion acida (pH 4) logrado mayor
sedimentacién y como resultado una mayor recuperacion, ademas de no utilizar
tratamientos térmicos durante la extraccion. En el mismo estudio se encontr6 que
tratamientos térmicos cercanos a 72.80°C alteran la estructura conformacional de las
proteinas del haba, afectando la solubilidad y en efecto el rendimiento de extraccién. Por lo
anterior, la solubilidad proteica a través de la modificacién del pH es crucial para la
separacion durante la extraccion proteica. Karaca et al., (2011) utilizaron diferente pH a los
antes mencionados en la fase alcalina y precipitacion &cida, pH 9.5 y pH 4.5,
respectivamente, y obtuvieron una menor concentracion proteica (84.14%), a pesar de esto,
la concentracion es similar a la obtenida bajo las mismas condiciones en este estudio en el

CPP (84.37%) (Tabla 8). Ademas, Karaca et al., (2011) comparé la extraccion proteica
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empleando el punto isoeléctrico contra la extraccion salina, y encontré que esta ultima

disminuye ~3% la concentracion proteica.

Las interacciones proteina-solvente estan influenciadas por factores como pH, fuerza
ibnica, temperatura, tipo de solvente y por procesamiento (tratamientos de extraccion o
post-extraccion). El pH es particularmente crucial en la elaboracién de un aislado proteico,
ya que el grado de precipitacién proteica depende del pH. Se ha reportado en diversos
estudios que el pH 10.5 en la fase alcalina favorece la solubilidad en gran parte de las
proteinas, permitiendo recuperar la mayor cantidad de estas en el sobrenadante, seguido
de la precipitacion 4cida con el punto isoeléctrico a pH 4, el cual ya ha sido bien establecido
por diferentes autores (Rosa-Sibakov et al., 2018). La ligera modificacion de los pH antes
mencionados puede perjudicar la extraccién y el rendimiento proteico final, como lo
reportado en el trabajo de Yang et al., (2018), utilizaron un valor de pH 11 en la fase alcalina,
para la fase acida pH 4.5, y centrifugaciones a 8,000 g por 15 min, a pesar de emplear un
mayor tiempo en la centrifugacion y no usar tratamientos térmicos obtuvieron una

concentracion de 76% (cuantificada por método Dumas) en su extraccion proteica.

Se ha demostrado que el calentamiento tiene un efecto negativo sobre la solubilidad de las
proteinas en la harina de haba. La desnaturalizacion durante el proceso de extraccion y
secado puede ser responsable de una menor solubilidad. Por lo anterior, es preferible evitar
tratamientos térmicos en la extraccion proteica, Puruncajas Panta, (2017) compard dos
métodos de extraccion reportando un rendimiento de 13.34% y 4.41% , para liofilizacion y
secado en calor (spray dryer), respectivamente, donde incluso evalué el rendimiento a
diferentes pH y en todos se observd un rendimiento superior por liofilizacion. Ademas, Colca
Stelman, (2014) evalué la solubilidad proteica del haba a diferentes temperaturas durante
diferentes periodos de tiempo, encontrando que la solubilidad proteica del haba cruda es
cercana al 94.03%, mientras que cuando aplicaba calor (130°C por 30 min) disminuia hasta
un 67.98%, lo que sugiere que la solubilidad de la proteina de haba podria disminuir de

forma lineal con la aplicacién de calor conforme se incrementa el tiempo.

La solubilidad es un pardmetro esencial que debe ser considerado durante la manipulacién
de las proteinas, ya que favorece el proceso de extraccion, ayudando a conservar las
propiedades funcionales, sensoriales y la estabilidad del producto final. Se ha visto que
tratamientos térmicos para desengrasar, pueden afectar la estructura de las proteinas
disminuyendo la solubilidad, el grado de pureza y rendimiento de extraccion. Almazan-

Rodriguez et al., (2016) compararon tres métodos de desengrasado para la elaboracién de
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aislados proteicos, y concluyeron que el mejor proceso de desengrasado fue la maceracion
con hexano. Los métodos Soxhlet y microondas, tras un analisis microscépico se aprecio
gue las proteinas presentaron deformidad en la microestructura y granulos dispersos debido

al disgregado por el efecto térmico.

En este estudio, la menor concentracion proteica obtenida en el CPP frente al ASP es
debido a las interacciones de polifenoles con proteinas que pueden provocar la formacion
de complejos solubles o insolubles. Los polifenoles son afines a sitios principalmente donde
se encuentran los residuos aroméaticos. Como resultado de las interacciones hidréfobas, se
produce el acoplamiento de la molécula de polifenol, y en sus proximidades, se forman
enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo fenélicos y los grupos polares de las
proteinas (grupos amino, hidroxilo y carboxilo), por lo que las caracteristicas de polifenoles
como de proteinas afectan la eficacia de la precipitacion, y asi mismo, el rendimiento de

extraccion (Frazier et al., 2010; Kosinska et al., 2011).

7.2 Andlisis proximal de harinas y aislado proteico

El haba ha sido un alimento basico durante mucho tiempo, y es apreciado por sus
caracteristicas nutricionales. Ademas de su alto contenido en proteinas y CHO, también es
rica en fibra, vitaminas y minerales. En este estudio se utilizaron semillas de haba madura
y seca del area rural de Puebla, la cual fue analizada (Tabla 9) segun los métodos oficiales

de la Asociacién de Comunidades Analiticas (AOAC International, 2019).

El contenido de nutricional del haba varia segun las condiciones de cultivo y la variedad de
semilla. Los pardmetros evaluados en la harina de haba cruda en este estudio son similares
a los reportados por la U.S.D.A., (2019) (Tabla 3), con excepcion de humedad, (3.34%
contra ~11%), y fibra (1.89 contra 25%), respectivamente. En cuanto a la humedad, se
sabe que cada variedad de semilla de haba posee diferencias debido a factores
climatologicos, como temperatura, duracion de la luz solar, humedad ambiental, entre otros,
ademas, los tratamientos post cosecha de secado para todo el proceso de comercializacion.
En un estudio analizaron 10 variedades diferentes con origen de distintas regiones
encontrando que la humedad puede variar desde 7.38 a 9.55% (Maya Ocafia, 2009).
Respecto a la fibra, es de precisar que existen varios métodos gravimétricos para esta
determinacion, como fibra cruda, fibra acido detergente, fibra neutro detergente, entre otros.
En el presente estudio se analiz6 la fibra cruda, la cual constituye un 20 — 50% de la fibra
dietética total, ya que disuelve la mayor parte de la hemicelulosa y lignina, una cantidad

considerable de celulosa y elimina toda la fibra soluble, debido al tratamiento subsecuente
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de &cidos y alcalis, por lo que infravalora la cantidad real de fibra dietética total (Grossi &
Ohaco, 2010). Colca Stelman, (2014) compararon la fibra cruda de la harina de haba sin
tratamiento, otra sometida a 120°C por 20min y 130°C por 15 min, reportando 1.33, 1.22 'y
1.29%, respectivamente, lo cual es consistente con nuestros resultados, incluyendo la
harina de haba cocida donde se observa una disminucién de fibra y extracto libre de N
después del tratamiento térmico, el resto de los parametros no mostré cambios importantes

en estas dos muestras.

El ASP mostré una concentracion proteica de 94.39%, la cual es comparable con las
reportadas en otras leguminosas como soya (89.7%), frijol rojo (89.3%), frijol rojo (red
kidney bean) (92.2%), frijol mungo (93.9%), frijol negro (88.21%) y garbanzo (89.9 — 94.4%)
(Kaur & Singh, 2007; Kudre et al., 2013; Tang, 2008). En relacién a lo anterior, Vogelsang-
O’Dwyer et al., (2020) realizaron una comparacion entre harina de haba enriquecida y un
aislado proteico de haba, la concentracion proteica obtenida fue de 64.1 y 90.1%,
respectivamente. Estos datos apoyan los resultados obtenidos en nuestro ASP y CPP con
la misma técnica de extraccién, el punto isoeléctrico. Cabe recalcar, que el ASP de nuestro
estudio mostré <0.1% de fibra cruda ni extracto libre de N, a diferencia de otros estudios
donde no se logré eliminar, lo que sugiere un buen método de extraccion proteica en nuestro
estudio. Como se ha mencionado, la variedad de haba puede influir en la variaciéon de la
concentracion proteica, en un analisis realizado por Singhal et al., (2016) donde elaboré
aislados proteicos con 7 genotipos diferentes de haba, con mas de 21 muestras de distintas
regiones, reportd un una variacion hasta del 9% en la concentracion proteica de las
muestras, ademas, a diferencia de nuestro estudio, reportaron mayores cantidades de

cenizas (~5%) en todas las muestras.

En el CPP se vio una menor concentracién de proteina, esto debido a que no se retiraron
los polifenoles. Las interacciones de polifenoles con proteinas pueden resultar en la
formacion de complejos solubles o insolubles, este fenédmeno puede afectar la extraccion
proteica y la concentracion obtenida (Kosinska et al., 2011). Ademas, se logré cuantificar
una pequefia porcién del extracto libre de N, a diferencia del ASP, esto justifica la menor

concentracion proteica debido a una menor purificacion en la extraccion.

Es importante mencionar el ligero incremento en la cuantificacion proteica de la harina
cocida después de someter el haba a un tratamiento térmico. Este resultado podria ser
debido a la aplicacién de energia térmica ocasionando desplegamiento de las proteinas,

asi como la de otros compuestos no proteicos (glucosidos) que interfieren en la
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cuantificacion proteica. El haba contiene complejos proteicos como legumina, convicilina y
vicilina, en los cuales sus glucdsidos, especialmente vicina, convicina, divicina e isouramilo,
podrian interferir en la cuantificacion proteica. Sin embargo, después del tratamiento
térmico el contenido residual de vicina y convicina representa menos del 1% del contenido
en la harina original (Vioque et al., 2012). A pesar de esto, se ha reportado lo contrario,
donde el contenido proteico se ha visto disminuido significativamente desde 1 hasta 6% en
10 diferentes variedades de haba después de un proceso tostado a 120°C durante 10 min
(Maya Ocafia, 2009). Estas discrepancias podrian estar relacionadas con los métodos de
cuantificacion proteica, ya que en el primer estudio se utiliza el método Dumas a través del

equipo LECO, y en el segundo utilizan Kjeldahl, ambos con un factor de N del 6.25.

7.3 Determinacion de digestibilidad proteica in vitro

La digestibilidad proteica es un indicador importante de calidad nutricional, el cual esta
influenciado por el perfil de AA que conforman la fraccion proteica e interaccionan con la
matriz alimentaria. Aunque la estructura de las proteinas es una propiedad que no se aborda
actualmente en la evaluacion de la calidad de las proteinas, las caracteristicas estructurales
y fisicoquimicas son criticas para la digestion in vivo de las proteinas de origen vegetal. Se
ha encontrado que varias proteinas vegetales presentan una alta resistencia a la protedlisis

en el tracto gastrointestinal debido a propiedades estructurales especificas.

La Tabla 10 muestra la digestibilidad proteica después de haber sometido las muestras a
una digestion enzimatica in vitro, la harina de haba cruda presenté el mas bajo porcentaje
de digestibilidad proteica (31.34%). Est4 bien establecido que en el haba cruda la
digestibilidad proteica es baja. Entre los factores que influyen estan los relacionados con la
estructura y su interaccion intermolecular con la matriz alimentaria. La interaccién de las
proteinas del haba con otros componentes de las semilla, especialmente los factores
antinutricionales (taninos, acido fitico, inhibidores de proteasas y proteinas antigénicas),
reducen o inhiben su digestibilidad, y sus cantidades difieren segun la variedad de la semilla
(Ohanenye et al., 2020). En relacion al acido fitico, se ha establecido que la disminucién de
la digestibilidad de las proteinas se correlaciona negativamente con el contenido de &cido
fitico de las leguminosas durante la digestion (Rosa-Sibakov et al., 2018). A pesar de lo
anterior, se han reportado valores superiores de digestibilidad a los obtenidos en este
estudio, Luo & Xie, (2013) evaluaron semillas de haba cruda con cascara verde o blanca
cultivadas en la provincia de Jiangsu, y obtuvieron una digestibilidad proteica in vitro de

72.65y 73.28%, respectivamente. En cambio, la aplicacion de tratamientos térmicos como
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la coccion ordinaria 0 mediante autoclave, con remojo y descascarillado previo, disminuian
de manera significativa los factores antinutricionales como taninos, acido fitico y actividad
inhibitoria de la tripsina aumentando considerablemente la digestibilidad proteica in vitro

hasta 85.30 y 81.47%, en haba verde y blanca, respectivamente.

A pesar de lo anterior, cabe recalcar que los datos reportados no son del todo equiparables
con los obtenidos en este estudio, debido a que en éste, se utilizé el protocolo de digestion
in vitro estandarizado basado en un consenso internacional desarrollado por la red COST
INFOGEST, seguido de la centrifugacion de las muestras y finalmente la cuantificacién
proteica en el sobrenadante, mientras que Luo & Xie, (2013) utilizaron un método
multienzimatico propuesto por Hsu et al.,, (1977) donde la digestibilidad proteica se
cuantifica con una ecuacion de regresion lineal relacionada al cambio de pH. En otro estudio
con metodologia similar a la de este estudio reporté 66.9% de digestibilidad proteica in vitro
de haba cruda (Caliskantirk Karatas et al., 2017), sin embargo durante el proceso de
digestion in vitro se usa un tratamiento térmico por 20 min, lo que pudiera incrementar la

digestibilidad al doble de lo reportado en este estudio.

La harina de haba cocida mostré la mayor digestibilidad proteica in vitro (94.15%). Este
aumento estadisticamente significativo (0<0.05) después del tratamiento térmico, podria
deberse a la desnaturalizacion de la proteina, la destruccion del inhibidor de la tripsina o la
reducciéon de otros factores antinutricionales como taninos y polifenoles, que interactian
con la proteina para formar complejos. Abdel-Aleem et al., (2019) evaluaron la digestibilidad
proteica del haba con diferentes muestras; semillas crudas y remojadas por 14 h con
coccién a 100°C, obteniendo 70.35 y 87.29% de digestibilidad, respectivamente. En su
estudio utilizé un fundamento similar al nuestro para cuantificar la digestibilidad, el cual
consistid en centrifugar las muestras digeridas y cuantificar el N del sedimento y el
sobrenadante. Los resultados reportados son cercanos a los reportados en este estudio
para el haba cocida (94.15 y 87.29%). Sin embargo, cabe recalcar que en este estudio se
utilizé una temperatura mayor de cocimiento, por lo cual podria aumentar la digestibilidad
proteica. Esto se ha visto en otras leguminosas como el espeldn (Vigna unguiculata), donde
el tratamiento de coccién en autoclave aumentd la digestibilidad proteica hasta en un 90.3%

(Boye et al., 2012), lo que apoya a los resultados obtenidos en nuestro estudio.

Es de esperar que la digestibilidad proteica de las leguminosas aumente con la aplicacion
de tratamientos que eliminen los factores antinutricionales, esto se ha visto incluso en otras

leguminosas. En concentrados proteicos de frijol, la coccién a 100°C por 60 min aumento
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significativamente la digestibilidad proteica in vitro calculada por el tamafo de particula, de
49.80 a 63.61% (Lopez Ibarra, 2018). Lo anterior es apoyado por diversos autores que
concuerdan que la digestibilidad del frijol crudo varia entre 25 a 60%, mientras que cocidos
aumenta de 65 hasta 85% dependiendo de la variedad y del método de coccién utilizado
(Camacho Espinoza et al., 2010). En otro estudio Rui et al.,, (2016) evaluaron la
digestibilidad proteica in vitro de un aislado proteico de soya con mas del 90% de
concentracion proteica, utilizando el método multienzimatico propuesto por Hsu et al.,
(1977), reportando una digestibilidad in vitro de 85.69 a 90.45%. Estas variaciones notables
entre diferentes leguminosas son debido al patrén de degradacion de las globulinas
desnaturalizadas de diferentes especies de leguminosas, por ejemplo la faseolina (globulina
7S) de Phaseolus vulgaris es digerida con menos facilidad por varias proteasas en estado
desnaturalizado que en estado nativo, a diferencia de la vicilina (globulina 7S) de chicharo
(Pisum sativum), la glicinina (globulina 11S) y la B-conglicinina (globulina 7S) de soya

(Glycine max) que son digeridas con mayor facilidad (Carbonaro et al., 2015).

El ASP mostr6 una digestibilidad in vitro de 77.73%, mientras que en el CPP fue
significativamente (0<0.05) mas baja 71.09%. Las proteinas de las leguminosas se
encuentran en matrices de semillas con otros componentes quimicos, como polisacéaridos
y polifenoles, que dificultan la digestibilidad de las proteinas (Ohanenye et al., 2020). Esto
es consistente con nuestros resultados, ya que la extraccion de polifenoles en el ASP
aumento significativamente (0<0.05) ~6% la digestibilidad. Le Roux et al., (2020) comparé
la digestibilidad a través de una digestién dinamica in vitro de dos concentrados proteicos
de haba y chicharo sin polifenoles, reportando una digestibilidad proteica in vitro de 91.1y
74.9%, respectivamente. En su estudio, calcularon el grado de hidrolisis proteica a través
de la cuantificacién de aminas primarias liberadas durante la digestién. Es concluyente que
la eliminacion y purificacion proteica contribuye de manera positiva en la digestibilidad
proteica, sin embargo los métodos térmicos han demostrado ser superiores en mejorar la
digestibilidad, dado que eliminan la mayor parte de los factores antinutricionales y
desnaturalizan la estructura proteica nativa, ademas, métodos no térmicos como,
germinacion, fermentacion, remojo y digestion enzimatica microbiana han demostrado su
potencial en el aumento significativo de la digestibilidad proteica y el valor nutricional de las

leguminosas (Ohanenye et al., 2020).

Se ha comparado la digestibilidad y la estructura secundaria de las proteinas de

leguminosas crudas y tratadas térmicamente por Carbonaro et al., (2012), y se observé que

la fraccidn proteica del haba presenta una mayor digestibilidad a diferencia de la faseolina
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del frijol, debido a que esta Ultima tiene una estructura mas estable que la vicilina del haba
en el estado nativo. La estabilidad esté en funcion contenido en la estructura secundaria de
la hoja B, en faseolina alrededor del 50% y en vicilina alrededor del 30%. Mientras que, en
la faseolina se produce la ruptura de la estructura cuaternaria solo con el calentamiento, en
la vicilina el contenido de hojas B-vicilina aumenta mediante tratamiento térmico a costa de
hélice a y giros . Ademas, en un estudio posterior Carbonaro et al., (2015), han sugerido
qgue el aumento de la estructura de la hoja B reduce la susceptibilidad a la protedlisis de la
vicilina. Es evidente que la estructura de las proteinas de las semillas de leguminosas se
caracteriza por un alto contenido en la conformacién de la hoja B y una cantidad
relativamente baja en la hélice a. En general, se ha observado una disminuciéon en la
digestibilidad de las proteinas de semillas de leguminosas después de un proceso térmico
severo. Sin embargo, los extractos ricos en vicilina de diferentes especies de Phaseolus
difieren en sus patrones de agregacion y digestibilidad, debido a la existencia de varios

tipos de faseolina, con una composicién de subunidades diferente.

El tratamiento térmico en el haba provoca una desnaturalizacion abriendo la estructura de
la proteina, haciéndola mas accesible para las enzimas hidroliticas y, por lo tanto, aumenta
la digestibilidad de la proteina. Al mismo tiempo, la desnaturalizacion de las proteinas
también expone fracciones hidr6fobas de las proteinas que de otro modo estarian
protegidos del entorno acuoso. El efecto hidrofobico, paralelo con otras interacciones que
se habilitan repentinamente debido a los cambios conformacionales, eventualmente

conducira a la agregacién de proteinas y a la disminucion de la digestibilidad (Joye, 2019).

La digestibilidad del haba respecto a otras leguminosas, se ha reportado que también esta
en funcion al contenido de albuminas, debido a que esta fraccion proteica de los alimentos
vegetales tiene alto contenido de Cys. La fraccién de albumina suele ser muy resistente a
la desnaturalizacion por calor y la digestién enzimatica con tripsina, quimotripsina y pepsina
(Warsame et al., 2020). La estabilidad es conferida por la presencia de un alto nimero de
enlaces disulfuro contenidos en proteinas de BPM. En el haba, la fraccion de albumina se
encuentra <20% de la proteina total, lo cual justifica su bajo contenido en AA azufrados

(Met y Cys) y su digestibilidad proteica superior a algunas otras leguminosas.

7.4 Bioaccesibilidad y cinética de liberacion proteica de las muestras
sometidas a la digestién in vitro

La bioaccesibilidad es un aspecto importante al momento de evaluar alimentos. Se define

como la cantidad de un constituyente alimentario que esta presente en el intestino, como
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consecuencia de su liberacion de la matriz del alimento y que esta potencialmente
disponible para su absorcion, la cual depende de la estabilidad del compuesto, las
interacciones con otros componentes de los alimentos y la organizaciéon molecular del

alimento.

En la Tabla 11 se muestra la bioaccesibilidad de las muestras. EI CPP mostré la mayor
bioaccesibilidad, sin embargo, no mostré diferencia estadisticamente significativa (0>0.05)
con el ASP (33.19 y 29.85%, respectivamente). De igual manera para las muestras de
harina de haba cruda y harina de haba cocida, donde la primera mostré6 la menor
bioaccesibilidad, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (0>0.05) con
la harina de haba cocida (16.43 y 20.47%, respectivamente). La proteina bioaccesible de
las muestras se analiz6 a través de electroforesis (SDS-PAGE), y mediante el analisis de
las bandas a través del software GelAnalyzer 19.1. Se observé que las proteinas
bioaccesibles correspondian a proteinas de BPM (<15 kDa) (Figuras 11 y 12). Un modelo
de bioaccesibilidad in vitro es una estrategia eficaz y valida para comprender los cambios
estructurales de los alimentos ingeridos en condiciones fisiolégicas simuladas en el tracto
gastrointestinal humano, diversos autores para establecer el potencial nutraceudtico de

diversos compuestos bioactivos del haba (Lin et al., 2019).

En cuanto a la fraccién proteica del haba hay pocos estudios sobre su bioaccesibilidad in
vitro, ya que la mayoria de los estudios disponibles se enfocan en la bioaccesibilidad de
compuestos fendlicos, y en relacién a la fraccion proteica la mayoria evalla la digestibilidad.
Sin embargo, en los uUltimos afios se ha surgido interés por los Pb que surgen a través de
la protedlisis por diferentes métodos. Xing et al., (2017) evaluaron el efecto del pH de la
fermentacion sobre la bioaccesibilidad de las proteinas de cuatro cuajadas de soya,
después de la digestidn gastrointestinal in vitro se llevd a cabo la bioaccesibilidad utilizando
una membrana de celulosa para dialisis con punto de corte de 10 kDa. En su trabajo se
observé un incremento significativo de péptidos, de 0.71 mg/mL a 1.44mg/mL, de BPM (<10
kDa) conforme progresaba la digestion gastrointestinal, lo cual se confirmé a través de
electroforesis (SDS-PAGE), estos resultados son similares a los obtenidos en nuestro
estudio en la proteina dializada de harina de haba cocida. Sin embargo, se ha visto que
estos resultados pueden diferir segun la leguminosa analizada, debido a que estos péptidos
de BPM y el grado de protedlisis alcanzado, depende de la estabilidad estructural de la
proteina, y el método aplicado para la protedlisis lo que afecta no solo el grado de
digestibilidad y bioaccesibilidad, sino también a la produccién de secuencias bioactivas. De
igual manera, en otros estudios que han evaluado proteinas de origen animal se han visto
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resultados semejantes, donde una mayor digestibilidad proteica resulta en una elevada
liberacion de péptidos de BPM (Marcolini et al., 2015).

Una digestion gastrointestinal in vitro no estandarizada entre los estudios publicados, podria
hacer que los resultados no sean del todo equiparables. EI método aplicado en la
bioaccesibilidad también podria representar una importante variabilidad, ya que en el
estudio antes mencionado se utilizé una membrana con punto de corte de 10 kDa por lo
gue es de esperar que los péptidos con mayor bioaccesibilidad sean aquellos con pesos
moleculares <10 kDa, mientras que en nuestro estudio se utilizé un punto de corte de 12 —
14 kDa, motivo por el cual el andlisis de las bandas de bioaccesibilidad (Figuras 8 y 9) a
través del software GelAnalyzer 19.1 mostr6 proteinas bioaccesibles con peso molecular
<15 kDa. Otro factor importante a tomar en cuenta es el método para cuantificar la proteina
bioaccesible, en nuestro estudio se utiliz6 el método Scopes (1974) el cual utiliza la
absorbancia del enlace peptidico a 205 nm, esta técnica muestra ventajas sobre otros
métodos que presentan variabilidad debido a la composicion de AA, mientras que en el
estudio antes mencionado se utiliza el ensayo de Bradford con una longitud de onda a 595
nm, el cual se basa en la cuantificacién de la unién del Azul de Comassie a las proteinas,
en este método las sustancias que podrian interferir interfieren son los detergentes y las

soluciones basicas.

En un estudio previo con el objetivo de investigar los efectos de diferentes coagulantes
sobre la degradacién de proteinas y la liberacién de péptidos de proteina de soya durante
la digestion gastrointestinal, Rui et al., (2016) reportaron una digestibilidad in vitro de la
proteina de soya de 85.96 a 90.45%, la cual aumentaba la bioaccesibilidad de los péptidos
<10 kDa, es decir, que a mayor digestibilidad proteica se obtenian mayor cantidad de
péptidos bioaccesibles, debido a que una proteina en estado nativo tiene fuerte unién intra
e intermolecular que podrian dificultar el proceso de hidrdlisis de las enzimas digestivas,
por lo que disminuye la liberacion de péptidos de BPM. Para la bioaccesibilidad se utilizo
una membrana con punto de corte de 10 kDa, por lo que los resultados mostraron péptidos
bioaccesibles con peso molecular menor a 10 kDa, los cuales aumentaron
significativamente conforme avanzaba la digestién gastrica a la fase intestinal, de 0.38
mg/mL a 1,03 mg/mL. Estos resultados apoyan a los obtenidos en nuestro estudio, donde
en la fase gastrica no se observaban bandas con peso molecular <10 kDa, sin embargo, en

la fase intestinal se lograron observar mayor cantidad de proteinas de BPM.
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La proteina total liberada de las muestras analizadas se observa en la Figura 5. EI ASP y
CPP no mostraron diferencias estadisticamente significativas (0>0.05) relevantes, su
liberacion proteica total fue similar, con excepcién durante los primeros 15 min. Por otra
parte, la harina de haba cruda y la harina de haba cocida, mostraron diferencias
significativas (0<0.05) durante los primeros 60 min, sin embargo, después del min 75 no
mostraron diferencias (0>0.05), por lo que su liberacion proteica total a los 120 min fue
similar. Estos resultados podrian estar relacionados con el tipo de muestra y su matriz
alimentaria, ya que se observaron valores estadisticamente similares para la harina cruda
y cocida, asi mismo para el ASP con el CPP. En cuanto a bioaccesibilidad y liberacion
proteica total, la harina de haba cruday la harina de haba cocida no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (0>0.05), igualmente el ASP y el CPP tampoco mostraron
diferencias significativas (0>0.05). La mayor bioaccesibilidad y liberacion proteica total por
parte del ASP y el CPP podria ser debido a una menor interaccién con la matriz alimentaria,
a consecuencia de su mayor grado de purificacion, eliminando la mayor parte de los
compuestos no proteicos, contrario a las harinas cruda y cocida que mostraron
estadisticamente una menor (0<0.05) bioaccesibilidad y liberacion proteica total (Tablas 11
y 13) (Kosinska et al., 2011).

A pesar de que el ASP y el CPP contienen mas del doble de proteina que las harinas, no
mostraron valores en funcion a esta proporcion en su bioaccesibilidad y su liberacion
proteica total. Como se menciond anteriormente, los factores antinutricionales afectan la
digestibilidad proteica, por lo tanto, disminuyen su digestibilidad, afectando su
bioaccesibilidad, y finalmente se ve reflejado en la tasa de liberacion proteica. Lo anterior
se ha visto incluso en matrices alimentarias diferentes, donde se ha evaluado la tasa de
liberacion de compuestos fendlicos, concluyendo que las interacciones con otros factores
antinutricionales disminuyen la tasa deliberacion de compuestos bioactivos (Perales-
Vazquez et al., 2020). En cuanto la velocidad de liberacion promedio, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (0>0.05) entre las harinas, al igual que entre el
ASP y el CPP. La informacién en relacion a este parametro es relevante ya que puede

usarse para evaluar los picos de absorcion potenciales en ensayos in vivo adicionales.

Es importante recalcar, de acuerdo a estudios previos, que los péptidos de BPM

bioaccesibles resultantes de una digestion in vitro reportados en este estudio, son

potencialmente efectivos en la inhibicibn de la patogénesis del sindrome metabdlico

(Jakubczyk et al., 2019), e incluso péptidos con peso molecular <3 kDa presentan actividad

antioxidante y antitumoral en diferentes lineas celulares (Kuerban et al., 2020), ademas de
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otros efectos fisiologicos beneficios ya mencionados. De acuerdo a la literatura estos
péptidos son liberados de las proteinas alimentarias en el tracto gastrointestinal, los cuales
son absorbidos y alcanzan la circulacién sistémica para realizar actividades especificas a

nivel sistémico (Samaei et al., 2020) .

7.5 Electroforesis (SDS-PAGE)

Se evalué el perfil electroforético de las muestras de haba sometidas a digestion in vitro,
los resultados (Figuras 11 y 12) mostraron diferencias importantes en el niumero de
proteinas presentes antes y después de la digestién in vitro. En las leguminosas las
principales proteinas de almacenamiento son las globulinas oligoméricas, segun sus
coeficientes de sedimentacion pertenecen a los dos grupos de proteinas 7S y 11S. Los
primeros son trimeros de aproximadamente 150 kDa, estabilizados por interacciones
hidréfobas, enlaces electrostaticos y de hidrégeno, mientras que las proteinas 11S son
hexadmeros de aproximadamente 450 kDa. En este ultimo, las cadenas acidas y basicas
estan asociadas por puentes disulfuro y tres dimeros se mantienen unidos por enlaces no
covalentes. Tras el tratamiento térmico, las proteinas oligoméricas (globulinas 7Sy 11S) se
disocian en monémeros y se vuelven a agregar, (por ejemplo, en la proteina 11S), formando
complejos de alto peso molecular estabilizados por interacciones hidréfobas, con la

participacion frecuente de enlaces disulfuro (Kimura et al., 2008).

En la semilla de haba la mayoria de las proteinas que se encuentran son globulinas
(convicilina, legumina y vicilina), alrededor del 70 al 78%, albuminas con un 10 al 20%, 15%
son glutelinas y menos del 5% prolaminas. Las proteinas presentan diferentes
caracteristicas conformacionales, como resultado muestran distinta solubilidad, en
soluciones salinas las globulinas son solubles, mientras que las albuminas son solubles en
agua, ademas, otras proteinas presentes en menor cantidad como prolaminas y glutelinas,
son solubles en agua-alcohol y soluciones acidas o alcalinas, respectivamente (Langton et
al., 2020).

El perfil electroforético de la harina de haba cruda antes de la digestion in vitro mostré la
presencia de 12 proteinas (Tabla 15) con peso molecular de 15 hasta 132 kDa. Las bandas
visibles (Figura 11) a 71, 59 y 50 kDa corresponden a subunidades de las globulinas
convicilina, legumina vy vicilina, respectivamente. Las subunidades de las leguminas estan
compuestas por una cadena acida (a-legumina) y una basica (B-legumina) con peso
molecular de 31 y 18 kDa, respectivamente, las cuales estan unidas por un solo enlace

disulfuro. Ademas, estas bandas también se pudieron observar en el ASP y CPP lo que
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demuestra que los resultados obtenido en este estudio son consistentes con otras
investigaciones (Buhler et al., 2020; Vogelsang-O’Dwyer et al., 2020). Sin embargo, en la
Harina de haba cocida no se lograron apreciar bandas bien definidas. La banda a 59 kDa
(legumina) se observé menos tefida en el ASP y CPP, esto indica una mayor disociacion
de la legumina en sus subunidades acida y basica debido al tratamiento de extraccion
proteica. Los aislados proteicos de haba suelen estar mas enriquecidos en globulinas, ya
gue la fraccién de albimina retiene la solubilidad alrededor del punto isoeléctrico de las
globulinas, debido a ello, la Harina de haba cruda presenta mayor cantidad de albumina, ya
gue no se sometid a ningun tratamiento de extraccién proteica con el punto isoeléctrico

(Vogelsang-O’Dwyer et al., 2020).

La Harina de haba cocida obtuvo bandas poco perceptibles, en donde se detectaron
solamente 4 proteinas con peso molecular de 15 a 45 kDa. Esto se debe por la aplicacion
de calor durante el proceso de cocimiento, que desnaturaliza la estructura de las proteinas
modificando la solubilidad y como resultado, se recupera poca proteina con estructuras de
BPM como tripéptidos, dipéptidos y AA. Esta alteracion ya ha sido descrita por Caprita et
al., (2010) en la soya, comprobando que la solubilidad y la integridad de la proteina esta
inversamente relacionada con el tratamiento térmico, se demostré que la solubilidad y la
integridad de la proteina de la harina de soya cruda se acercaba al 100%, mientras que la
aplicacion de algun tratamiento térmico disminuia este valor drasticamente desde un 40
hasta un 30%. En este estudio se someti6 a la semilla de haba a remoj6 durante 12 hy se
cocié a 121°C durante 15 min en autoclave, motivo por el cual es de esperar que no se
aprecien bandas bien definidas en el corrimiento electroforético de la Harina de haba

cocida.

Samaei et al., (2020) evalud la eficacia de la actividad proteolitica enzimatica sobre la
fraccion proteica del haba, los resultados mostraron que las proteinas de alto peso
molecular presentan mayor resistencia a ser hidrolizadas, no solo por su tamafo y
estructura, sino también debido a su composicién y asociacién a algunos CHO. A pesar de
lo anterior, en este estudio los resultados obtenidos mostraron mayor actividad proteolitica
en las muestras de Harina de haba cruda y CPP. Esto podria ser por la menor concentraciéon
de proteina frente al ASP, sin embargo, es importante mencionar que la extraccion proteica
puede eliminar algunas bandas de proteinas dependiendo del método y solucién empleada

para la extraccion de la fraccion proteica Singhal et al., (2016).
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En cuanto a la bioaccesibilidad de la fraccidn proteica después de haberla sometido a una
digestion in vitro (Figuras 11 y 12; carriles 4 y 8), el ASP y el CPP mostraron bandas de
proteinas bioaccesibles <15 kDa. Esta bien establecido que las proteinas con mayor
bioaccesibilidad son péptidos con un BPM cercano a los 10 kDa, especialmente los péptidos
con una longitud corta de 2 a 10 AA. Lo anterior, se ha reportado en otros estudios
realizados por Rui et al., (2016) y Xing et al., (2017), donde evaluaron la bioaccesibilidad
proteica de la soya a través de una digestién in vitro y métodos de didlisis, comprobando
que los péptidos de BPM (<10 kDa) tienen mayor bioaccesibilidad que es claramente visible
a través del andlisis de SDS-PAGE, lo que apoya los resultados en este estudio. Sin
embargo, cabe mencionar que puede haber ligeras discrepancias con otros estudios debido
a que existen variaciones entre los genotipos de semilla de haba (Tahir, 2015), lo que
diversifica las proteinas del haba cualitativa y cuantitativamente, de manera que existen
proteinas que auln no estan bien identificadas ni estudiadas en la literatura cientifica como
lo reportd Warsame et al., (2020). En definitiva, es importante recalcar que estos péptidos
de BPM bioaccesibles son los que han reportado un importante potencial nutraceutico con
diferentes efectos fisioldgicos como proteccion de la salud cardiovascular, reduccién de la
inflamacién y el riesgo de cancer, control del peso y aumento de la sensibilidad a la insulina
(Carbonaro et al., 2015).

7.6 Evaluacion de parametros nutricionales

La medicion de la calidad de las proteinas suele ser inespecifica, es decir, con las proteinas
la calidad depende de la cantidad de al menos 9 AA esenciales y del equilibrio entre los
respectivos AA, de los que depende la utilizacion de la proteina. La calidad nutricional de
las proteinas de las leguminosas depende en gran medida de los AA esenciales. Estos AA
se denominan con frecuencia AA criticos, y el mas deficiente en relacion con la proteina
estdndar se denomina aminoacido limitante, en leguminosas suelen ser Trp y/o AA
azufrados (Mety Cys), dependiendo de la especie. Como resultado, los diferentes métodos
de evaluacion de proteinas dan diferentes resultados para el valor nutritivo. En ese sentido,
la cromatografia liquida de alta presion de derivados fluorescentes con OPA se ha utilizado
ampliamente para el analisis de AA mediante cromatografia de intercambio ibnico como
una de las técnicas quimicas mas importantes para predecir la calidad de las proteinas.
(Olu & Edediran, 2015).
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7.6.1 Determinacion cromatogréafica liquida de alto rendimiento de
aminoacidos libres de las muestras, Aminoacido esencial limitante,
Puntuacion de aminoacidos esenciales, Puntuacion de aminoacidos
corregida por la digestibilidad de las proteinas in vitro e indice de
eficiencia proteica calculado

El perfil de AA (Tabla 19) mostré cambios importantes en las muestras. La harina de haba
cocida present6é una disminucion de los AA polares, esto podria ser por el remojo antes de
la coccién, y por el agua utilizada durante la coccion. Se sabe que la aplicacion de calor
modifica el contendido de AA, ademas, durante la coccion la matriz alimentaria esta en
contacto con el agua lo que pudo facilitar la lixiviacion de AA solubles en agua. Esto podria
explicar la mayor concentracion de AA hidrofébicos (alanina, fenilalanina + tirosina,
isoleucina, Met + Cys, tirosina y valina) en la harina de haba cocida. Por otro lado, EI ASP
mostré una mayor concentracion de AA polares (ac. aspartico, ac. glutdmico y treonina) que
contienen acidos carboxilicos en sus cadenas laterales, lo cual podria ser debido a que la
muestra no estuvo remojandose en agua, ademas, estos AA pudieron haber alcanzado una
mayor concentracion durante la extraccion de polifenoles con acetona y la precipitacion
acida. Con respecto a la composicion de AA, algunos estudios han encontrado mayores
concentraciones de AA esenciales después de la coccién, mientras que otros han

encontrado concentraciones reducidas de Met, tirosina y treonina (Nosworthy et al., 2018).

El aminoacido esencial limitante en todas las muestras fueron los AA azufrados (Met + Cys).
La EAAS (limitantes) aumentd de manera importante con el tratamiento térmico de 0.61
(harina de haba cruda) hasta 0.78 (harina de haba cocida), el ASP y CPP obtuvieron los
puntajes més bajos, 0.44 y 0.53, respectivamente. Esto debido a que la extraccion proteica
disminuy6 de manera considerable los AA azufrados Cys y Met, ya que estos AA estan
presentes en la fraccién de albamina, la cual tiene importancia en la estabilidad del punto
isoeléctrico durante la acidificacién para la precipitacién proteica. El proceso térmico se ha
visto que modifica el perfil de AA en la matriz alimentaria, Nosworthy et al., (2018), reportd
un aumento de AA azufrados (Met + Cys) después de un proceso de coccidn, con una
EAAS (limitantes) de 0.66 en haba cruda y 0.75 en haba cocida, lo cual es similar con
nuestros resultados. En otro estudio sobre la calidad proteica del haba, se reporté una
puntuaciéon de AA esenciales mayor a la de nuestro estudio de 0.83, sin embargo, el

aminodcido limitante fue Trp (Le Roux et al., 2020).

La PDCAAS-IV es el parametro tedrico para determinar la calidad de las proteinas

alimentarias. Se calcula en base a la EAAS (limitantes) de acuerdo con las
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recomendaciones de la FAO para nifios de 2 a 5 afios y la DPIV. El valor méas alto de
PDCAAS-IV es 1, que proporcionara el 100% de los AA esenciales requeridos por un nifio
en edad preescolar de dos afios. En este estudio la PDCAAS-IV presentd diferencias
estadisticamente significativas (0<0.05) en todas las muestras, siendo la harina de haba
cruda el valor méas bajo (<20%) y la harina de haba cocida el valor mas alto (73.44%), lo
sugiere que la fraccion proteica de haba después de un tratamiento térmico aumenta de
manera significativa su valor nutricional. Esto debido a que las proteinas en su estado
nativo, se pliegan en una conformacion especifica determinada por la composicién de AA
que la constituyen. Esta conformacion fuertemente plegada dificulta la digestibilidad de las
proteinas; ademas, las proteinas del haba se encuentran en estructuras supramoleculares
y estan atrapadas fisicamente en estructuras celulares. Esta estructuracion supramolecular

restringe alun mas el acceso de las enzimas hidroliticas a sus sustratos (Joye, 2019).

Otras leguminosas como la soya y el chicharo, en las cuales la digestibilidad fue
determinada in vivo presentan PDCAAS de 86 y 71%, respectivamente, estos valores son
cercanos a los reportados en la muestra de harina de haba cocida (73.44%; in vitro) en
nuestro estudio, sin embargo, es importante mencionar que el PDCAAS varian de acuerdo
al aminoacido limitante que resulte en la semilla analizada, y el experimento realizado para
determinar la digestibilidad (Mathai et al., 2017). En este estudio, los valores de
digestibilidad fueron calculados a partir de una digestién in vitro, sin embargo, la
recomendacién de la FAO (2013) es que se lleve a cabo en cerdo, y de no ser posible en
ratas. A pesar de esto, los resultados in vitro obtenidos en este estudio son similares a los
reportados por otros autores con metodologia in vivo (ratas). Gilani & Sepehr, (2003)
llevaron a cabo un experimento de 5 semanas en el cual evaluaron la calidad proteica del
haba sometida a coccién en autoclave a 121°C por 20 min, reportando una digestibilidad
proteica del 82%, una PDCAAS del 73%, (este estudio: 94.15 y 73.44%, respectivamente),
valores equiparables a los obtenidos en la harina de haba cocida en este estudio e incluso
superiores a los reportados en soya y frijol. Un estudio previo realizado por Sarwar & Peace,
(1986) incluyé remojo previo a la coccion en autoclave (121 °C por 10 min) de 18 h, y reporto
una digestibilidad proteica de 86% y una PDCAAS de 55%, este aumento en la digestibilidad
podria ser por la mayor desnaturalizacién proteica gracias al remojo, sin embargo, la
disminucion en la PDCAAS podria ser ocasionada por la pérdida de aminoacidos y cambios
en el perfil de aminoé&cidos por la alta desnaturalizacion, este fenémeno se explica en los

parrafos anteriores.

67



El indice de eficiencia proteica (PER) mide la capacidad de una proteina para promover el
desarrollo de ratas jovenes en crecimiento y se reporta como el aumento de peso por gramo
de proteina consumida. Sin embargo, las ratas tienen una mayor necesidad de AA que
contenga azufre, por lo tanto, este método sobreestima los requisitos para los humanos y
probablemente subestima la calidad de algunas proteinas, especialmente proteinas
vegetales (Boye etal., 2012). Los investigadores han propuesto meétodos in vitro para
correlacionarlos con los métodos in vivo con el fin de desarrollar métodos fiables para la
medicion de PER estimado a través de ecuaciones de regresion. En este estudio se utilizd
una ecuacion de regresion para el método de PER estimado (E-PER). EI ASP mostro el
mayor valor (2.15), mientras que la harina de haba cruda mostro el valor mas bajo (1.43).
El tratamiento de coccion aumento el E-PER en la harina de haba cocida (1.75). La baja
cantidad de leucina en la harina de haba cruda disminuye considerablemente el E-PER,
mientras que en las otras muestras los tratamientos a los que fueron sometidos aumentaron
los niveles de leucina contribuyendo a aumentar el E-PER. Nosworthy et al., (2018) reporto
un valor de 0.85 y 0.66, para el haba hervida y haba horneada, respectivamente. Este
aumento a través de la coccidn con agua también se observé en las muestras analizadas.
Lo anterior, también se ha observado en otras leguminosas, Lépez-lbarra et al., (2021)
evalu6 la fraccion proteica del frijol tépari, en muestras de harina cruda y cocida, y
concentrado proteico crudo y cocido. Se observd que el tratamiento térmico favorecio el
aumento en los valores de E-PER en las harinas (0.86 a 1.93) y los concentrados (1.34 a
1.81). El hecho de que el E-PER relacione el valor de digestibilidad y contenido de AA,
sugiere que el valor nutricional aumenta gracias a procesos térmico y proteoliticos

provocando que muestras fueran mas accesibles a procesos digestivos posteriores.
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VI

. Conclusiones

La obtencién del aislado proteico a partir del punto isoeléctrico de la fraccidn proteica
de haba (Vicia faba) permiti6 obtener un alto rendimiento (16.97 + 0.56%) vy
concentracion proteica (94.39 + 0.76%).

En este estudio, la extraccion de la fraccion proteica al retirar los polifenoles redujo
significativamente el rendimiento de obtencion proteica hasta un 8%.

El perfil de aminoacidos se ve afectado por la metodologia empleada para la
extraccion de la fraccién proteica de haba (Vicia faba). El tratamiento térmico
aument6 significativamente los pardmetros nutricionales in vitro; digestibilidad
proteica (de 31.34 £ 1.40 a 94.15 + 2.45%), PDCAAS-IV (de 19.12 + 0.86 a 73.44 +
1.92%), EAAS (de 0.61 a 0.78) y E-PER (de 1.43 a 1.75).

Los resultados obtenidos sobre la calidad nutricional in vitro de la fraccion proteica
de haba (Vicia faba) sugieren propiedades potenciales para su uso como ingrediente

funcional en el desarrollo y formulacién de nuevos alimentos.
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