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Efecto de diferentes métodos de coccién sobre la digestion proteica y la actividad
antioxidante de diferentes pastas de legumbres

Resumen

Las legumbres son una excelente fuente de proteinas y aportan carbohidratos, fibra, vitaminas
y minerales esenciales. Se consumen en todo el mundo y pueden incluirse en la dieta como
ingredientes en ensaladas, guisos, purés o incluso pastas. Ademas de su valor nutricional, el
consumo de legumbres se ha correlacionado con propiedades beneficiosas para la salud, como
reduccion del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes, hipertension o
hipercolesterolemia. Muchos de estos efectos se atribuyen a las propiedades antioxidantes que
proporcionan los péptidos bioactivos y los compuestos fendlicos. A pesar de esto, la baja
digestibilidad proteica y la presencia de factores antinutricionales mantienen el consumo de
legumbres por debajo de su potencial nutricional. Para mejorar la calidad nutritiva de las
legumbres se emplean diferentes tipos de procesado como el remojo o el cocinado, aunque la
biodisponibilidad de los nutrientes estard determinada por la accién enzimatica durante la
digestion gastrointestinal.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de distintos métodos de coccion
(convencional, a presion y microondas) sobre las caracteristicas fisicoquimicas de diferentes
pastas de legumbres (soja, lenteja y guisante), asi como en la digestibilidad proteica y la actividad
antioxidante durante la digestion gastrointestinal simulada.

Los resultados obtenidos indicaron que los diferentes métodos de coccion de las legumbres
dieron lugar a diferencias en las propiedades fisicoquimicas, y en las caracteristicas texturales y
viscoelasticas de las pastas, a excepcion de las muestras de soja, aunque todas las pastas
presentaron propiedades elésticas y un comportamiento de gel débil. La coccion seguida de la
digestion gastrointestinal mejoro la digestibilidad de las proteinas y la actividad antioxidante de
las pastas de legumbres, lo que se atribuy6 a los péptidos y aminoacidos generados a partir de la
hidrdlisis de proteinas més que a los compuestos fendlicos. Sin embargo, el grado de influencia
de cada fase de la digestion (oral, gastrica e intestinal) en la digestibilidad y actividad antioxidante
fue distinta en funcion del tipo de legumbre y método de coccion, ya que estaria influenciada por
la estructura de la matriz e interacciones entre componentes.

Palabras clave: legumbres, proteinas, péptidos, digestion gastrointestinal, actividad
antioxidante.
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Effect of different cooking methods on protein digestion and antioxidant activity of different
legume pastes

Abstract

Legumes are an excellent source of protein, carbohydrates and fiber, as well as essential
vitamins and minerals. They are consumed all over the world and can be included in the diet as
ingredients in salads, stews, purees or pastes. Besides their nutritional value, the consumption of
legumes has been correlated with beneficial health properties such as reducing the risk of
cardiovascular diseases, cancer, diabetes, hypertension or hypercholesterolemia. Many of these
effects have been attributed to the antioxidant properties provided by bioactive peptides and
phenolic compounds. Despite that, the low protein digestibility and presence of antinutritional
factors maintain the consumption of legumes below their nutritional potential. In order to improve
the nutritional quality of legumes, different processes such as soaking or cooking are used,
although the bioavailability of nutrients is determined by the action of enzymes during
gastrointestinal digestion.

The aim of this work was to evaluate the effect of different cooking methods (conventional,
pressure and microwave) on the physicochemical characteristics of different legume pastes
(soybean, lentil and pea), as well as on the protein digestion and antioxidant activity during the
simulated gastrointestinal digestion. The obtained results indicated that the different cooking
methods result in differences in the physicochemical properties of the legume pastes as well as in
the textural and viscoelastic characteristics, except for soybean samples, despite all the samples
presented elastic properties and behavior weak gel behaviour. Cooking followed by
gastrointestinal digestion improved protein digestibility and antioxidant activity of the legume
pastes, which was attributed to peptides and amino acids rather than free phenolic compounds.
However, the influence of each digestion stage on the digestibility and antioxidant activity was
different according to the legume type and cooking method, as it would be influenced by the
matrix structure and interaction between components.
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1. INTRODUCCION

1.1 Las legumbres como alimento y su consumo

Las legumbres son cultivos de la familia Leguminosae también llamada Fabacae, la cual
incluye mas de 19.500 especies clasificadas en alrededor de 750 géneros. Las leguminosas
constituyen uno de los grupos de plantas mas importantes para la humanidad, ya que ocupan el
segundo lugar después de los cereales en el suministro de cultivos alimentarios para la agricultura
mundial (Abbas y Ahmad, 2018). Se cultivan principalmente por sus semillas comestibles y, por
lo tanto, también se denominan leguminosas de grano. Segun la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), las alubias o judias secas (Phaseolus
vulgaris), las lentejas (Lens culinaris) y los guisantes (Pisum sativum) son los tipos de legumbres
mas comUnmente conocidos y consumidos (FAO 2021).

Como cultivo, las leguminosas son importantes a nivel medioambiental ya que tienen la
capacidad de fijar nitrédgeno, lo que las hace un candidato importante para mantener la fertilidad,
mejorar la condicion fisica del suelo, y mantener el equilibrio ambiental, permitiendo un menor
uso de agroquimicos y fertilizantes (Courty et al., 2015). Ademas, su cultivo puede mitigar
significativamente la contribucién agricola al cambio climético al reducir el uso de energia, la
emision de gases de efecto invernadero y mantener un balance positivo de carbono en el suelo
(Martin-Cabrejas, 2019).

Las legumbres son seguras para el consumo, relativamente econdmicas y faciles de conseguir,
por lo que a lo largo de la historia han supuesto la principal fuente de proteinas de origen vegetal
en la alimentacion de millones de personas en todo el mundo. Sin embargo, en los Gltimos afios
se ha podido detectar un bajo consumo de legumbres, influenciado en parte, por la réapida
evolucién en los habitos alimentarios de la poblacion, en los que se ha visto un progresivo
abandono de los alimentos basicos a favor de productos mas transformados y procesados. Como
medida correctiva de esta tendencia y con el objetivo de promover el valor y consumo de las
legumbres y concienciar sobre sus beneficios, la FAO anunci6 el 2016 como el Afio Internacional
de las Legumbres (FAO 2016). Aprovechando el éxito obtenido, la Asamblea General de las
Naciones Unidas designo el 10 de febrero como Dia Mundial de las Legumbres. Ademas, las
recomienda como uno de los alimentos esenciales para satisfacer las necesidades basicas de
proteinas y energia de la dieta humana (Margier et al., 2018).

Tal y como refleja el informe del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA)
sobre el consumo alimentario en Espafia (2019), el mercado de las legumbres crecié un 5,1 % en
volumen durante el afio 2019, llegando hasta los 346 millones de kilogramos en 2020. En valor,
se mantiene la misma tendencia y su incremento fue de un 4,2 %, suponiendo 180,8 millones de
€ en 2020 (Figura 1).
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Figura 1. Volumen (millones de kilogramos) y valor total (€) de legumbres durante el periodo
2008-2020. Fuente: MAPA

El consumo de legumbres per cépita se sitla en 4,1 kilogramos por persona y afio, una
cantidad que se incrementd un 22,75 % en 2020 respecto al periodo anterior (Figura 2), siendo
este incremento directamente proporcional al auge de las legumbres cocidas. En Espafia en el afio
2020, la legumbre méas consumida fue el garbanzo, con una ingesta aproximada por persona de
1,39 kilogramos/afio, mientras que el consumo de lentejas y alubias fue de 0,98 y 0,94
kilogramos/persona/afio, respectivamente.
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Figura 2. Consumo de legumbres per capita durante el periodo 2010-2020 (kilogramos/persona
y afio). Fuente: MAPA

Las legumbres se pueden incluir en la dieta como ingredientes en una gran variedad de platos,
ya sea en ensaladas, guisos, pastas o purés, lo que hace que puedan ser consumidas por toda la
poblacién en general. Las pastas o purés de legumbres requieren poca o ninguna masticacion, son
productos suaves, himedos, no pegajosos, homogéneos y faciles de tragar, lo que evita cualquier
peligro por asfixia y los convierte en una buena opcion para la alimentacion de personas ancianas,
con problemas de deglucidn o incluso bebés (Sungsinchai et al., 2019).

1.2 Composicion quimica de las legumbres

Las legumbres son ricas en proteinas, y contienen cantidades importantes de hidratos de
carbono, fibra, vitaminas y minerales esenciales. Los hidratos de carbono presentes en las
legumbres se consideran complejos, con lo cual son lentamente digeridos y absorbidos por el
intestino. También presentan un alto contenido de fibra, principalmente soluble, y en general,



contienen un bajo contenido en grasas, principalmente ricas en acidos grasos poliinsaturados y
monoinsaturados. En cuanto a las vitaminas y minerales, las legumbres destacan por su contenido
en vitamina B, (tiamina), Bs (niacina), B (piridoxina) y folatos, asi como en calcio, magnesio,
potasio, fosforo, zinc y hierro (Martin-Cabrejas, 2019).

Las legumbres suponen la principal fuente de proteinas de origen vegetal. Su contenido oscila
entre el 20 % y el 40 % siendo los altramuces junto con la soja los que presentan el mayor
contenido (36,2 % y 35,9 % respectivamente), seguidos de las lentejas (23,8 %), guisantes (21,6
%) garbanzos (19,4 %) y alubias (19 %) (Vaz Patto, 2016; Perales Enjamio et al., 2013). Sin
embargo, este contenido proteico presenta gran variabilidad ya que depende de la especie,
genotipo y condiciones medioambientales. Las principales proteinas que se encuentran en las
legumbres son las globulinas y las albiminas, que representan sobre un 70 % y un 15 %,
respectivamente. Las globulinas son solubles en sal, y estan compuestas mayoritariamente por
legumina y vicilina, mientras que las albiminas son solubles en agua e incluyen enzimas y
lectinas. En menor proporcién se encuentran las prolaminas, que son solubles en alcohol, y las
glutelinas, que son solubles en detergentes acidos o bases diluidos (Boye et al., 2010). Una de las
propiedades que define la calidad de las proteinas es la composicién en aminoacidos esenciales.
En el caso de las legumbres, en general son ricas en lisina y leucina, pero carecen de aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina) y triptéfano. Al contrario, los cereales son ricos en metionina
pero deficitarios en lisina (Vaz Patto, 2016), por lo que serian productos nutricionalmente
complementarios para obtener proteina vegetal de alto valor bioldgico.

A pesar de ser una fuente de proteinas y de tener un buen perfil nutricional, la utilizacién de
las legumbres estd condicionada por la presencia de factores antinutricionales (FAN). Estos
compuestos son metabolitos secundarios de origen natural que protegen a la planta frente
situaciones de estrés como los ataques de plagas. Algunos ejemplos de FAN son los taninos, acido
fitico, saponinas, lectinas, inhibidores de tripsina y oligosacaridos como la rafinosa, estaquiosa y
verbascosa (Avilés-Gaxiola et al., 2018). Los FAN afectan a la digestibilidad de proteinas, a la
biodisponibilidad de aminoécidos y minerales (Gilani et al., 2005; Abbas y Ahmad, 2018), y en
algunas ocasiones pueden ser toxicos o causar efectos fisioldgicos indeseables (Muzquiz et al.,
2012). Entre los FAN que afectan a la digestibilidad de las proteinas, los inhibidores de tripsina
son uno de los que causan mayor preocupacion. Estos son capaces de inhibir la actividad de las
enzimas pancredticas tripsina y quimiotripsina, lo que reduce la digestion y la absorcion de
proteinas como consecuencia de la formacion de complejos indigeribles (Avilés-Gaxiola et al.,
2018). El &cido fitico forma complejos con los minerales de la dieta (Ca, Zn, Fe y Mg) y los hace
no disponibles para su absorcion; inactiva algunas enzimas digestivas como las proteasas,
inhibiendo la protedlisis al competir por los cofactores minerales que necesitan para estar activas;
y puede inactivar las a-amilasas lo que provoca una alteracion en el metabolismo de los
carbohidratos (Joye, 2019; Parca et al., 2018). Por su parte, los taninos, tienen la capacidad de
formar complejos y precipitar las proteinas, reduciendo su digestibilidad, y pueden inhibir la
actividad enzimatica de la amilasa, lipasa, tripsina y quimiotripsina, lo que conlleva a una
disminucidn de la digestibilidad de los nutrientes (Gilani et al., 2012; Abbas y Ahmad, 2018). Por
altimo, las lectinas son proteinas que se unen a los azucares, presentan alta resistencia a la
proteolisis y son estables en un amplio rango de pH (Joye, 2019).



1.3 El procesado de las legumbres

El procesado de las legumbres, incluyendo procesos como el remojo, coccion, fermentacion
0 germinacion de las semillas, contribuye a la reduccion o la inactivacion de los FAN y mejora la
digestibilidad de las proteinas.

El remojo es el método de procesado mas simple y econémico. Normalmente se utiliza como
pretratamiento con el fin de ablandar la semilla y acortar el tiempo de coccion. Ademas, permite
la eliminacion de los FAN solubles en agua, aunque su efectividad depende de la temperatura, pH
y tiempo (Avilés-Gaxiola et al., 2018). Entre los posibles FAN que se eliminan mediante el
remojo encontramos el acido fitico, los taninos, los inhibidores de tripsina y los oligosacaridos
(Abbas y Ahmad, 2018).

Los tratamientos térmicos tienen un papel importante en la palatabilidad de las legumbres,
asi como en la mejora de la digestibilidad y del valor nutricional. Las proteinas a menudo se
encuentran formando estructuras supramoleculares y/o estan atrapadas fisicamente en estructuras
celulares, lo que restringe el acceso de las enzimas para iniciar su hidrdlisis (Bhattarai et al.,
2017). En este caso, los tratamientos térmicos desencadenan alteraciones en dichas estructuras
y/o desnaturalizan las proteinas lo que permite que las enzimas digestivas obtengan un acceso
mas facil, mejorando asi la digestibilidad de las proteinas. Ademas, los procesos térmicos tienen
la capacidad de inactivar los FAN termolabiles como los inhibidores de tripsina, ya que el proceso
promueve la rotura de los enlaces intermoleculares responsables de mantener la estructura
terciaria y la actividad del compuesto (Avilés-Gaxiola et al., 2018).

Los tratamientos térmicos mas utilizados en el cocinado doméstico de las legumbres incluyen
la coccion convencional y la coccion a presion. Ambos métodos implican cocer las legumbres
mediante inmersion en agua en ebullicion, pero en el caso de la coccion a presion se alcanzan
presiones mas altas que la atmosférica, lo que eleva la temperatura de ebullicion y permite acortar
el tiempo de procesado (Drulyte y Orlien, 2019). En estos casos, la mejora de la digestibilidad no
solo se debe a la desnaturalizacién proteica y a la inactivacion de FAN, sino también a la
eliminacion de estos compuestos por lixiviacion en el agua de coccion. Otro tratamiento térmico
alternativo a los métodos nombrados anteriormente es la coccidn en microondas. La energia del
microondas es una radiacion no ionizante que conduce a la generacion instantanea de calor dentro
del producto (Marconi et al., 2000). Se considera eficaz en la inactivacién de algunos FAN, como
los inhibidores de proteasas, sin afectar a la calidad de los nutrientes y las proteinas, aunque
dependera de la duracién de la exposicién. Por ello, podria considerarse un tratamiento interesante
como alternativa a los métodos convencionales ya que se puede conseguir un nivel adecuado de
inactivacién de los FAN en un menor periodo de tiempo (Vagadia et al., 2017).

Por otra parte, también se utilizan tratamientos no térmicos, como la fermentacién y la
germinacion. En ambos casos lo que se busca es mejorar las caracteristicas organolépticas y
nutricionales de las legumbres mediante la accion enzimatica. En el caso de la germinacion se
favorecen las condiciones para que actlen las enzimas presentes en las propias legumbres y en la
fermentacion son los microorganismos los responsables de producirlas (Sa et al., 2019; Abbas y
Ahmad, 2018).

En consecuencia, el método de procesado influye de manera importante en la digestibilidad
de las legumbres, pero esta se ve también afectada por el tipo de legumbre, la variedad, la
composicion y la estructura.



1.4 Digestibilidad y bioactividad de las legumbres

La digestion gastrointestinal es un proceso complejo en el que los alimentos ingeridos se
transforman en nutrientes a través de alteraciones mecanicas y enzimaticas, mediante el cual las
macromoléculas se hidrolizan en sus componentes basicos para su absorcién. Dichos compuestos
son utilizados por el organismo como fuente de energia para el mantenimiento y el crecimiento
celular. La digestibilidad de los alimentos se puede considerar una de las cualidades méas
importantes para evaluar su valor nutricional, y su estudio in vivo permite comprender los efectos
y cambios reales de los nutrientes durante la digestion. Sin embargo, los estudios in vivo son muy
complejos y costosos, por lo que los ensayos in vitro son una estrategia facil, rapida y adecuada
para investigar de forma simulada los cambios de los alimentos durante el proceso de digestion
gastrointestinal (Ogawa et al., 2018). A pesar de esto, las diferencias en las condiciones y en los
parametros experimentales utilizados en los distintos ensayos simulados provoca diferencias
considerables en la evaluacion de la digestibilidad, complicando la comparacion de los resultados
(Drulyte y Orlien, 2019). Para evitar estos inconvenientes, se requiere la estandarizacién de los
protocolos de digestion gastrointestinal simulada, como el desarrollado por la red internacional
INFOGEST (Minekus et al., 2014; Brodkorb et al., 2019).

La digestion gastrointestinal comienza en la fase oral, siendo la masticacion la primera fuerza
mecanica y la que en mayor medida contribuye a desestructurar la matriz alimentaria. Esta fase
también sirve para mezclar el alimento con la saliva conformando el bolo alimentario. La saliva
contiene a-amilasa, la cual es la enzima encargada de iniciar la hidrolisis de los carbohidratos.
Posteriormente, tras la deglucion, el bolo llega al estdmago y comienza la fase gastrica. En esta
etapa, la pepsina se encarga de iniciar la hidrélisis de las proteinas, obteniéndose como productos
péptidos relativamente grandes y algunos aminoacidos. La lipasa gastrica es otra de las enzimas
presentes en esta fase, pero su contribucion a la lipolisis total no llega al 30 % (Guo et al., 2017).
Por altimo, en la fase intestinal, el pancreas secreta el jugo pancreatico que contiene una mezcla
de enzimas que incluye proteasas y peptidasas (principalmente tripsina y quimotripsina), amilasa
y lipasa pancreéaticas. En esta fase continda la hidroélisis de las proteinas, generando un conjunto
de pequefios péptidos y aminodcidos libres. Asimismo, las amilasas retoman la actividad
glicolitica que habia iniciado la a-amilasa salival, completando la hidrolisis de los carbohidratos.
Por su parte, la lipasa pancreética, en presencia de colipasa y sales biliares, continuara la lipélisis
que habia iniciado la lipasa gastrica (Hur et al., 2011; Joye, 2019).

La digestibilidad de las legumbres depende no solo de su composicién nutricional, sino
también de la estructura de la matriz y de los cambios que haya sufrido durante el procesado. Por
lo tanto, la estructura de la matriz determina la liberacion de los nutrientes durante la digestion,
modulando la cinética y el grado en que se hacen disponibles para la absorcion. Algunos tipos de
procesado como la coccion o la molienda pueden ayudar a aumentar la bioaccesibilidad de
diferentes compuestos al modificar la integridad estructural, particularmente de las paredes
celulares, provocando su liberacion al entorno extracelular (Aguilera, 2019).

Los compuestos bioactivos estan presentes de manera natural en los alimentos y ademas de
su valor nutricional, proporcionan beneficios para la salud. En este sentido, diversos estudios
epidemioldgicos han relacionado el consumo de legumbres con una menor incidencia de padecer
enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes, hipertension, hipercolesterolemia, trastornos
gastrointestinales o enfermedad suprarrenal (Boye et al., 2010). Estos beneficios han sido
principalmente atribuidos a la presencia de péptidos bioactivos y compuestos fenolicos.



Los péptidos bioactivos son fragmentos proteicos de entre 2 y 20 aminoacidos, que pueden
estar presentes de forma natural en los alimentos o pueden obtenerse mediante la hidr6lisis
enzimatica de determinadas proteinas. Esa hidrdlisis puede llevarse a cabo durante el procesado,
de forma natural durante el proceso de digestion gastrointestinal o puede ser inducido mediante
la utilizacion de enzimas comerciales 0 microorganismos en condiciones controladas. Cuando los
péptidos se encuentran formando parte de la secuencia de la proteina de origen estan inactivos,
por lo que necesitan liberarse por hidrdlisis para ejercer actividades fisiologicas (Kumar et al.,
2019).

Para ejercer su bioactividad en el organismo, los péptidos bioactivos presentes en el alimento
deben resistir la accion de las peptidasas durante la digestion gastrointestinal, de forma que no se
produzca la degradacion de sus secuencias, y sean absorbidos para alcanzar sus sitios de accion
de forma intacta (Bhandari et al., 2020). Durante el proceso de digestién también pueden
generarse nuevos péptidos bioactivos, resultantes de la accion de las enzimas pepsina, tripsina y
quimotripsina sobre las proteinas. La actividad de los péptidos bioactivos va a depender de su
biodisponibilidad, de las posibles interacciones con otros compuestos, de la resistencia a la
actividad de las enzimas digestivas y de su capacidad de alcanzar los 6rganos diana para ejercer
su accion.

Se han identificado numerosos péptidos bioactivos en las legumbres, con diferentes
bioactividades dependiendo del tamafio y de la secuencia de aminoacidos que presentan. Algunos
de estos actlan como antihipertensivos, inmunoestimulantes, antimicrobianos, antioxidantes,
antiinflamatorios y anticancerigenos (Kamran y Reddy, 2018). Una de las actividades mas
importantes de los péptidos bioactivos es su capacidad antioxidante, que puede atribuirse a la
eliminacion de radicales, inhibicion de la peroxidacion de los lipidos y quelacion de iones
metalicos. La presencia prolongada de radicales libres puede provocar dafios en los sistemas
biolégicos, causando la aparicion de enfermedades como la aterosclerosis, artritis, diabetes o
cancer (Johansen et al., 2005). Los péptidos antioxidantes se consideran compuestos estables,
seguros, con bajo peso molecular, alta actividad y facil absorcion. Dicha capacidad antioxidante
estd muy relacionada con su composicion, estructura e hidrofobicidad, siendo el triptéfano,
tirosina, metionina, lisina, cisteina e histidina algunos ejemplos de aminoacidos que aportan
actividad antioxidante (Sarmadi y Ismail, 2010).

Otros de los compuestos bioactivos presentes en las legumbres son los compuestos fenélicos,
los cuales son metabolitos secundarios bioactivos que incluyen compuestos de diversas
estructuras, pesos moleculares y propiedades. Segln su estructura quimica se dividen en
flavonoides y no flavonoides. La mayoria de estos se encuentran en las cubiertas de las semillas
de las leguminosas y principalmente se tratan de acidos fenodlicos, flavonoides y taninos
condensados (Singh et al., 2017). Se consideran esenciales para la calidad de productos
alimenticios derivados de plantas al ser determinantes para el color, gusto y sabor de los alimentos
(Giusti et al., 2019), pero también por poseer muchos beneficios para la salud. Algunos de ellos
actlan como agentes anticancerigenos, antitromboticos, antialérgicos, antioxidantes o
antimicrobianos (Singh et al., 2017). Entre los beneficios de los compuestos fendlicos destacan
sus propiedades antioxidantes. Son capaces de neutralizar los radicales libres al donar un electron
0 un atomo de hidrégeno debido a su sistema altamente conjugado. Reducen la tasa de oxidacion
suprimiendo la generacion de radicales libres o desactivando las especies reactivas y precursores
de los radicales libres. Su actividad antioxidante estd relacionada con su estructura quimica,
namero y posicion de los grupos hidroxilos (Cirkovic Velickovic y Stanic-Vucinic, 2017).



Para poder ejercer efectos beneficiosos en el organismo, los compuestos bioactivos deben de
estar biodisponibles, es decir, que la fraccion del componente ingerido esté disponible para su
utilizacion en funciones fisiologicas normales (Cilla et al., 2018). Durante la digestion, los fenoles
pueden interaccionar con otras moléculas de la matriz como por ejemplo las proteinas, lo que
afectaria tanto a la disponibilidad de los fenoles como a la digestion de las proteinas y por
consecuencia a la posible liberacién de péptidos bioactivos. Ademas de las proteinas, los fenoles
pueden interaccionar con iones de hierro o zinc durante la digestion, proceso que provoca la
pérdida de compuestos fenolicos debido a la formacion de quelatos (Kara$ et al., 2017).

Por lo tanto, conocer los cambios fisicoquimicos que ocurren en los alimentos durante el
proceso de la digestion, asi como los diversos factores que influyen en la digestibilidad,
bioaccesibilidad y biodisponibilidad es util para disefiar alimentos funcionales. Para evaluar esto
se utilizan los modelos in vitro, que imitan los procesos fisiol6gicos que ocurren durante la
digestion gastrointestinal (Minekus et al., 2014). Sin embargo, se requieren ensayos in vivo
adicionales para verificar dicho efecto fisioldgico en el organismo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general del trabajo es evaluar el efecto de diferentes métodos de coccion sobre las
caracteristicas fisicoquimicas de diferentes pastas de legumbres (soja, lenteja y guisante), asi
como en la digestibilidad proteica y la actividad antioxidante durante la digestion gastrointestinal
simulada.

2.2 Objetivos especificos

Para alcanzar ese objetivo general, se plantearon diferentes objetivos especificos:

e Caracterizacion de las pastas de soja, lenteja y guisante mediante el anélisis de
parametros fisicoquimicos, textura y comportamiento viscoelastico.

e Evaluacion de la digestibilidad de las proteinas durante la digestion
gastrointestinal in vitro.

e Evaluacion de la actividad antioxidante durante la digestion gastrointestinal in
vitro.

2.3 Plan de trabajo

El plan de trabajo para conseguir los objetivos propuestos es el siguiente:

¢ Remojoy cocinado de cada legumbre (soja, lenteja y guisante) mediante distintos
métodos: coccion convencional, coccion a presion y microondas.

e Preparacion de las distintas pastas de legumbres.

e Andlisis de pardmetros fisicoquimicos: humedad, actividad de agua, pH, s6lidos
solubles, color.

e Andlisis de textura mediante un ensayo de extrusion inversa, y del
comportamiento viscoelastico mediante ensayos oscilatorios.

e Digestion gastrointestinal in vitro de las pastas.

e Determinacion del contenido de proteinas solubles, péptidos y grupos amino
libres en las distintas etapas de la digestion (oral, gastrica, intestinal).

e Determinacion del contenido de fenoles totales en las distintas etapas de la
digestion.

e Determinacion de la capacidad antioxidante de las pastas en las distintas etapas
de la digestion.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y reactivos

Para la elaboracion de las distintas pastas de legumbres se emplearon semillas secas de soja
(Glycine max), lenteja (Lens culinaris) y guisante (Pisum sativum) adquiridas en Leantomanage,
S.L. (Pozuelo de Alarcén, Madrid, Espafia).

Para la simulacién de la digestion gastrointestinal se utilizaron las enzimas o- amilasa salival
humana, pepsina de mucosa gastrica porcina, pancreatina de pancreas porcino y extracto de bilis
porcino de Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO, EE.UU.), y las sales cloruro de potasio (KCI),
fosfato monopotasico (KH.PO4), bicarbonato de sodio (NaHCOs3), cloruro de sodio (NaCl),
cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl>(H20)s), carbonato de amonio (NH4).COs y cloruro
de calcio (CaCl,) de Scharlau Chemie, S.A. (Sentmenat, Barcelona, Espafia).

Para los ensayos de digestibilidad proteica y contenido en fenoles totales se utilizaron los
reactivos siguientes: azul Coomassie G-250, albumina de suero bovino (BSA), L-tirosina, acido
trinitrobencenosulfénico (TNBS), docecilsulfato sddico (SDS) y L-leucina de Sigma-Aldrich, Co.
(St.Louis, MO, EE.UU.); &cido tricloroacétido (TCA), reactivo de Folin-Ciocalteu, y 4cido galico
de Scharlau Chemie, S.A. (Sentmenat, Barcelona, Espafia).

Para los ensayos de actividad antioxidante se utilizaron los reactivos siguientes: 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH), hidroxitolueno butilado (BHT), persulfato de potasio, sal de diamonio
del &cido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) de Sigma-Aldrich, Co.
(St.Louis, MO, EE.UU.); ferrocianuro de potasio y cloruro férrico de MP Biomedicals, LLC.
(Solon, OH, EE.UU.); Trolox de Acros Organics (Fair Lawn, NJ, EE.UU.), y acido ascdrbico de
Scharlau Chemie, S.A. (Sentmenat, Barcelona, Espafia).

3.2 Elaboracidn de las pastas de legumbres

Las legumbres se pusieron a remojo en agua durante 12 horas, con una proporcion
legumbres:agua de 1:3 (p/v), y a continuacion se sometieron a tres métodos de coccion diferentes
con una proporcion legumbres:agua de 1:6 (p/v):

e Coccioén convencional a 100 °C durante 40 minutos.
e Coccion a presion a 8,7 psi durante 15 minutos.
e Coccion en microondas a 800W durante 20 minutos.

Para elaborar las pastas se afiadieron 15 g agua por cada 100 g de legumbre y se trituraron
con una batidora Taurus Robot 300W (Taurus Group, S.L., Barcelona, Espafia) durante 4 minutos
en intervalos de 30 segundos para obtener pastas homogéneas.

Por cada legumbre se obtuvieron tres pastas diferentes correspondientes a los tres métodos de
coccidn. Estas muestras fueron nombradas segun el tipo de legumbre: SO (soja), LE (lenteja), o
GU (guisante) seguido del método de coccion: C (coccidn convencional), P (coccion a presién) o
M (microondas).

En la Figura 3 se muestran las semillas de soja, lenteja y guisante remojadas y cocidas, asi
como las pastas obtenidas de la trituracion de las legumbres.
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Figura 3. Semillas de soja, lenteja y guisante y las pastas obtenidas para cada legumbre.

3.3 Caracterizacion fisicoquimica de las pastas

3.3.1 Humedad

La determinacién de la humedad de las pastas se realizé6 mediante el método gravimétrico
indirecto por desecacion en estufa descrito por la AACC (2000). Para ello se adiciond una
cantidad de muestra en un crisol previamente seco y pesado, se colocé en una estufa y se fue
pesando hasta obtener tres pesadas consecutivas constantes. Para el calculo de la humedad se
empleo la ecuacion (1):

my—ms

% Humedad =

x 100 1)

2 1

Siendo m; la masa del crisol vacio, m; la masa del crisol y la muestra himeda, y ms el peso
del crisol con la muestra seca.

3.3.2 Actividad de agua

Para la determinacién de la actividad de agua (aw) se emple6 un higréometro de punto de rocio
(Aqua Lab S3, Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, EE.UU.) con una sensibilidad de 0,001, el
cual se calibré previamente con soluciones salinas saturadas. Las determinaciones se realizaron a
temperatura ambiente y por duplicado.

333 pH

Para determinar el pH se utilizo un pH-metro (Basic 20+, Crison Instruments, S.A.,
Barcelona, Espafia) previamente calibrado, a temperatura ambiente. Para ello se introdujo el
electrodo directamente en un vaso gque contenia la pasta, realizando la medida por duplicado.
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3.3.4 Solidos solubles

La determinacion de solidos solubles se realizé utilizando un refractometro digital (HI 96801,
Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE.UU.). Las pastas fueron diluidas en agua para realizar
las medidas, obteniéndose los valores de ° Brix a partir de la ecuacion (2) (Chafer, 2000). Las
medidas se realizaron a temperatura ambiente y por duplicado.

°Brix _ mp‘xss (2)
100 My Xy +MpXgs+My,
Siendo mj, la masa de la pasta, xss los sélidos solubles, x la humedad y m'y, la masa de agua
afiadida para diluir.

3.3.5 Color

El color se midi6é con un espectrocolorimetro Minolta CM-700d (Konica Minolta Sensing,
Inc., Osaka, Japdn). Tras la calibracion del equipo, se obtuvo el espectro de reflexion y se
determinaron las coordenadas de color CIE-L*a*b* (L*, a*, b*) y los atributos de color (L*,
Luminosidad, h*, tonalidad; C*, croma) utilizando como referencia el observador 10° y el
iluminante D65. Las medidas se realizaron por duplicado.

3.3.6  Texturay comportamiento viscoelastico

La textura de las pastas se determiné mediante un ensayo de extrusion inversa (“Back
extrusion”) con un analizador de textura TA-TX2 (Stable Micro Systems Ltd., Reading, Reino
Unido). La muestra se afiadio a un recipiente de vidrio (50 mm de didmetro y 70 mm de altura)
hasta una altura de 40 mm y se utilizé una sonda cilindrica (35 mm de diametro) para comprimir
la muestra. La prueba se llevé a cabo a una tasa de compresion de 1 mm-s? hasta un 75 % de
deformacion de la muestra. La fuerza maxima (firmeza) y el area bajo la curva (AUC;
consistencia) se obtuvieron de los perfiles de fuerza-distancia utilizando el software Exponent
(Stable Micro Systems Ltd.). Las medidas se realizaron a temperatura ambiente y por duplicado.

La caracterizacion viscoelastica de las pastas se realizd en un reémetro Kinexus Pro+
(Malvern Instruments Ltd.,, MA, EE.UU.) equipado con una geometria placa-placa
(PLC61/PU40), siguiendo la metodologia descrita por Talens et al. (2021) con algunas
modificaciones. La muestra se coloc6 en la superficie de la placa inferior y la placa superior se
bajo hasta alcanzar una distancia entre las placas de 1 mm. Se realizaron ensayos oscilatorios de
gran amplitud (LAOS) para caracterizar las propiedades viscoelasticas no lineales y determinar
los limites de la region viscoelastica lineal (LVR). Las pruebas de barrido de esfuerzo se
realizaron a 1 Hz dentro de un rango de 1 a 2.000 Pa, registrandose los cambios en el mddulo
elastico (G’, Pa) y el médulo viscoso (G*’, Pa) con el esfuerzo, y obteniendo los valores del
maodulo eléstico en la LVR (G’Lvr, Pa), el esfuerzo en la LVR (OLvr, Pa) y el punto de flujo (Pa).
Las propiedades viscoelasticas lineales de las muestras también se caracterizaron mediante
ensayos oscilatorios de pequefia amplitud (SAQS), usando un rango de frecuencias de 0,1 a 100
Hz a un esfuerzo constante dentro de la LVR. Se registraron los cambios en el mddulo elastico
(G’, Pa), modulo viscoso (G*’, Pa), modulo complejo (G*, Pa), viscosidad compleja (n*, Pa),
angulo de fase (3, °) y tangente del angulo de fase (Tan 6 = G”/G’, adimensional). Las medidas
se realizaron a temperatura ambiente y por duplicado, y los datos se obtuvieron mediante el
software rSpace (Malvern Instruments Ltd.).

11



3.4 Digestion gastrointestinal in vitro

La simulacion de digestion gastrointestinal se realizo siguiendo el protocolo estandarizado
INFOGEST (Minekus et al., 2014; Brodkorb et al., 2019).

La preparacion de los fluidos digestivos, el fluido salival simulado (FSS), el fluido gastrico
simulado (FGS) y el fluido intestinal simulado (FIS), se llevé a cabo segin Minekus et al. (2014).
En la Tabla 1 se indican las concentraciones (mmol/L) de electrolitos utilizados para preparar los
diferentes fluidos digestivos:

Tabla 1. Concentracion (mmol/L) de electrolitos en los fluidos salival (FSS), gastrico (FGS) e
intestinal (FIS).

Concentracion (mmol/L)

Electrolito FSS FGS FIS
KCI 15,1 6,9 6,8
KH2PO, 3,7 0,9 0,8
NaHCOs 13,6 25 85
NaCl - 47,2 38,4
MgClz(H;0)s 0,15 0,1 0,33
(NH4)2CO3 0,06 0,5 -
CaCl, 1,5 0,15 0,6

Para simular la fase oral, el FSS (pH 7) y la a- amilasa salival (75 U/mL) se afiadieron a la
muestra en proporcién 1:1 (v/p). La mezcla fue agitada a 40 rpm durante 2 min a 37 °C en un
agitador Intell-Mixer RM-2M (ELMI Ltd., Riga, Letonia) colocado en una camara de incubacion
(JP Selecta, S.A., Barcelona Espafia). Para simular la fase gastrica, se afiadi6 FGS y pepsina
géastrica (2000 U/mL) al bolo oral en proporcion 1:1 (v/v). A continuacion, el pH se ajustd a 3 con
HCI (1M) y la mezcla se incub6 durante 2 h a 37 °C como se ha descrito anteriormente. Para
simular la fase intestinal, el quimo gastrico se mezcl6 en proporcion 1:1 (v/v) con FIS (pH 7),
bilis (10 mM) y pancreatina (basado en la actividad de tripsina para conseguir 100 U/mL). El pH
de la mezcla se ajustd a 7 con NaOH (1M) y se incubd 2 h a 37 °C. Trascurrido este tiempo, la
digestion se finaliz6 mediante la inactivacion de las enzimas en un bafio de agua a 100 °C durante
5 minutos, seguido de un bafio con hielo durante 10 minutos. Las muestras fueron después
centrifugadas a 8.000 rpm durante 10 min a 4 °C, se separaron los sobrenadantes y se congelaron
a -20 °C hasta su posterior analisis. La digestion se realiz6 por duplicado para cada muestra, con
tubos independientes para cada una de las fases (oral, géstrica e intestinal). Para obtener las
muestras sin digerir, se mezcldé cada muestra con agua en proporcion 1:1 (p/v). Ademas, se
prepararon muestras control, que Unicamente contenian las enzimas y la bilis (sin muestra), las
cuales fueron sometidas el mismo proceso de digestion gastrointestinal simulada. Estas muestras
fueron posteriormente analizadas y los valores obtenidos sustraidos de los de las muestras
digeridas.
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3.5 Determinacién de proteinas, péptidos y grupos amino libres

El contenido de proteinas solubles se determind por duplicado mediante el método Bradford
(Bradford, 1976). El reactivo de Bradford se preparé mezclando 40 mg de azul de Coomassie G-
250 con 25 mL de etanol 95 % y 50 mL de acido fosférico 85 %, se afor6 a 500 mL con agua y
se filtré con un filtro Whatman n° 1. Para el ensayo, a 40 pL de muestra se le afiadieron 2 ml del
reactivo de Bradford, la mezcla se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se midio
la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro UV-Visible (Helios Zeta, Thermo Scientific,
Reino Unido). La cantidad de proteinas solubles se calcul6 a partir de una curva patréon de BSA
(0-1 mg/mL) y los resultados se expresaron como mg BSA/g muestra seca.

El contenido de péptidos solubles en TCA se determin6 por duplicado segun el protocolo
descrito por Ketnawa y Ogawa (2019). Para ello, se tomaron 50 uL de muestra y se le afiadieron
450 pL de TCA al 5 %, se mezcld y se incubd durante 1 hora a 4 °C. Una vez trascurrido dicho
tiempo, se centrifugd a 8.000 rpm durante 10 minutos y el contenido de péptidos del sobrenadante
se determin6 midiendo la absorbancia a 280 nm. Los resultados se calcularon a partir de una recta
patron de L-tirosina (0-1 mg/mL) y se expresaron en mg de tirosina/g muestra seca.

El contenido de los grupos amino libres se determind por duplicado utilizando el método
TNBS descrito por Adler-Nissen (1979). Para ello, a 40 pL de muestra se le afiadieron 320 uL de
tampdn fosfato de sodio 0,2 M (pH 8,2) y 320 uL de TNBS 0,1 % (v/v), se agitd y se incubd a 50
°C durante 60 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se afiadieron 640 pL de HCI 0,1 M para
detener la reaccion, y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de realizar
la lectura de la absorbancia a 340 nm. El contenido de los grupos amino libres se expresé como
mg de L-leucina/g muestra seca, los cuales fueron calculados a partir de una recta patron de L-
leucina (1-5 mM).

3.6 Determinacién de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind por duplicado segun el protocolo descrito por
Donlao y Ogawa (2018). Para ello, se mezclaron 64 pL. de muestra con 320 uL de reactivo Folin-
Ciocalteau (10 %, v/v) y 256 uL de Na2COs (7,5 %, p/v). La mezcla se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente y luego se midio la absorbancia a 765 nm. Los resultados se expresaron en
mg de acido galico/g muestra seca, los cuales fueron calculados a partir de una recta patrén de
acido galico (0-200 mg/L).

3.7 Actividad antioxidante

Para analizar la actividad antioxidante de las muestras se utilizaron tres métodos: el método
de captacion del radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), el método del poder reductor del
hierro (RP) y el método de captacion del radical acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS). Las muestras se analizaron por duplicado.
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3.7.1 Meétodo del DPPH

Las muestras fueron analizadas utilizando el método del DPPH descrito por Bersuder et al.
(1998). A 80 pL de muestra se le anadieron 400 pL de etanol y 100 uL de soluciéon DPPH (0,02
% en etanol), se mezcld y se incubd a temperatura ambiente durante 60 minutos en oscuridad.
Los radicales reducidos se midieron en un espectrofotometro a 517 nm. Como control negativo
se utilizé agua bidestilada y como control positivo BHT a una concentracion de 2 mg/mL. Los
resultados se expresaron como mmol de equivalentes de Trolox (TE)/g muestra seca, calculados
a partir de una recta patron de Trolox (0-200 pM).

3.7.2 Metodo del poder reductor del hierro

La medida de la actividad antioxidante se llevo a cabo mediante la medida de la reduccion
del hierro férrico a ferroso descrito por Tsai et al. (2006). Para ello, a 100 puL de muestra se le
afiadieron 100 pL del tampdn fosfato de sodio (200 mM, pH 6,6) y 100 uL de ferrocianuro de
potasio (10 mg/mL), se mezcld y se incub6 en oscuridad a 50 °C durante 20 minutos. Trascurrido
el tiempo, se afiadieron 100 uL de TCA (100 mg/mL) y se centrifugd a 200 rpm durante 10
minutos. Una vez terminada la centrifugacion, 250 uL del sobrenadante se mezclaron con 250 L
de agua bidestilada y 50 pL de cloruro férrico (1 mg/mL), y se midié la absorbancia a 700 nm.
Como control negativo se utiliz6 agua bidestilada y como positivo BHT a una concentracion de
2 mg/mL. Los resultados se obtuvieron a partir de una curva patrén de Trolox (0-2 mM) y se
expresaron como umol TE/g muestra seca.

3.7.3 Método del ABTS

Este método se llevd acabo segun el protocolo descrito por Re et al. (1999) con pequefias
modificaciones. En primer lugar, se disolvié el ABTS (7 mM) en persulfato potasico (2,45 mM)
y se dejo en oscuridad durante 12 h para producir los radicales ABTS"*. Tras ese tiempo, la
solucion de ABTS se mezcld con tampon fosfato salino (PBS, 50 mM, pH 7,4) en la proporcion
adecuada para obtener una absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm. A continuacion, a 10 uL de
muestra se le afiadieron 990 uL de la solucion de ABTS, se agito, se dejé incubar durante 6
minutos a temperatura ambiente y se ley6 la absorbancia a 734 nm. Se utiliz6 PBS como control
negativo y acido ascérbico (4 mM) como control positivo. Los resultados se expresaron como
umoles de TE/g muestra seca, calculados a partir de una curva patron de Trolox (0,5-20 uM).

3.8 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizo mediante el analisis simple de la varianza
(ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Centurion XVII (Statgraphics Technologies, Inc.,
The Plains, VA, EE.UU.). EI método empleado para discernir entre las medias fue el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de confianza del
95 %. Los resultados se expresaron como media de las repeticiones * desviacion estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de las pastas de legumbres

Para el estudio de los parametros fisicoquimicos de las pastas se analizaron el contenido en
humedad, la actividad de agua, el pH, los solidos solubles y el color. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 2. En cuanto a la humedad, las pastas de lenteja y guisante presentaron
diferencias significativas (p < 0,05) entre los diferentes métodos de cocciodn, correspondiendo el
valor mas alto a las muestras cocidas a presion. Asi, LEP y GUP presentaron valores de 78,79 +
0,43% y 68,60 = 0,30 %, respectivamente, mientras que la pasta de soja no present6 diferencias
significativas entre los distintos métodos (p > 0,05).

La actividad de agua es la cantidad de agua libre en los alimentos que se encuentra disponible
para el crecimiento de microorganismos y también para que se puedan llevar a cabo diferentes
reacciones quimicas, con lo cual es un pardmetro muy importante para la conservacion y
seguridad de los alimentos. En este caso, todas las pastas tenian una actividad de agua de 0,99,
no presentando diferencias significativas entre los diferentes métodos de coccion (p > 0,05).

El pH es un factor determinante en el crecimiento microbiano, por lo tanto, esta directamente
relacionado con la estabilidad y la vida atil del producto. Las diferentes pastas presentaron un pH
comprendido entre 5,96-7,11. Los distintos métodos de coccion provocaron diferencias
significativas (p < 0,05) en las muestras de soja y lenteja, siendo los valores més altos los
correspondientes a la coccién convencional, SOC (6,58 £0,01) y LEC (7,11 £ 0,04).

Por otra parte, el remojo y la coccion van a afectar a la composicion nutricional de las
legumbres. Son procesos que ayudan a reducir el contenido de los FAN, pero también pueden
provocar pérdidas de otros compuestos hidrosolubles como los minerales, las vitaminas, proteinas
0 azucares. Estas pérdidas de sélidos solubles van a depender del tiempo del proceso, la
temperatura del agua, el tipo de semilla y los defectos fisicoquimicos de la semilla (Giizel y Sayar,
2012). Las tres pastas presentaron diferencias significativas en el contenido de solidos solubles
entre los diferentes métodos de coccion (p < 0,05), correspondiendo en todos los casos el valor
mas alto a la coccion en microondas, SOM (13,78 + 1,16), LEM (7,80 £ 0,33) y GUM (13,49 +
0,08). Estos resultados pueden deberse a que la radiacién por microondas genera calor dentro del
producto casi de forma instantanea debido al movimiento molecular, lo que hace que se produzcan
menos cambios en la estructura molecular, reduciendo asi la liberacion de compuestos nutritivos.
Ademas, en este caso los nutrientes se verian menos afectados que en la coccién convencional
porque el tiempo de preparacién es mas corto (Marconi et al., 2000)
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Tabla 2. Parametros fisicoquimicos de las pastas de soja, lenteja y guisante obtenidas tras los

diferentes métodos de coccion.

Soja
Parametro Coccion Coccion Coccion
convencional a presion en microondas
Contenido en humedad (%0) 71,40 £ 1,202 70,85 £ 0,372 71,15+0,912
aw 0,99 + 0,002 0,99 + 0,00? 0,99 + 0,00?
pH 6,58 + 0,012 6,50 + 0,042 6,38 + 0,03°
° Brix 13,13 £ 0,09° 13,27 £ 0,04° 13,78 + 1,162
Color L* 79,11 + 0,48° 79,09 + 0,16° 80,42 £ 0,382
Cc* 20,78 = 0,682 21,32 £0,492 21,44 £ 0,342
h* 83,23+0,13¢ 84,17 £ 0,16° 87,45+ 0,352
Lenteja
Parametro Coccion Coccion Coccion
convencional a presion en microondas
Contenido en humedad (%6) 76,40 + 0,23° 78,79 + 0,432 73,57 +0,62°
aw 0,99 + 0,002 0,99 + 0,00? 0,99 + 0,00?
pH 7,11 £ 0,042 6,98 + 0,02% 6,77 £0,12°
° Brix 3,48 +0,02° 2,77 +£0,38° 7,80 £ 0,332
Color L* 48,42 + 0,47° 47,24 +0,43° 50,63 £ 0,622
C* 10,94 +0,82° 12,70 + 0,022 12,16 +0,11%
h* 68,19 + 0,76° 64,66 £ 1,06° 77,85 £ 0,032
Guisante
Parametro Coccion Coccion Coccion
convencional a presion en microondas
Contenido en humedad (%b) 66,56 + 0,20° 68,60 + 0,307 65,40 + 0,07¢
aw 0,99 + 0,002 0,99 + 0,002 0,99 + 0,002
pH 6,03 + 0,082 5,96 + 0,092 6,06 + 0,042
° Brix 6,85 + 1,47° 5,85+ 0,14° 13,49 £ 0,082
Color L* 61,33 £ 0,452 61,99 £ 0,302 62,06 £ 0,212
Cc* 28,87 + 0,40° 29,58 + 0,33% 30,20 £ 0,102
h* 88,31 £+ 0,30° 87,52 + 0,05" 88,563+0,132

Diferentes letras indican diferencias significativas entre los métodos de coccion dentro de la misma legumbre (p <
0,05).

El color es una caracteristica muy valorada por los consumidores y es un factor determinante
para la aceptacion del producto por parte de estos. Para la evaluacion del color de las muestras
se determind la luminosidad (L*), el croma (C*) y la tonalidad (h*), y los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 2. Los valores mas altos de luminosidad se observaron en la pasta de soja,
siendo el mas alto el de SOM (80,42 + 0,38), y presentando diferencias significativas con el resto
de los métodos de coccidn. La pasta de lenteja fue la que presenté menor luminosidad y, de forma
similar a la pasta de soja, el valor mas alto se obtuvo en LEM (50,63 + 0,62) y se obtuvieron
diferencias significativas con respecto a los otros dos métodos de coccion. La pasta de guisante
no presento diferencias significativas entre los distintos métodos de coccion (p > 0,05). En cuanto
al croma, la pasta de soja no present6 diferencias significativas (p > 0,05) entre los métodos de
coccidn, en cambio la pasta de lenteja obtuvo los valores mas bajos de croma, presentando
diferencias significativas entre LEC y LEP (p < 0,05). La pasta de guisante presenté los valores
mas elevados, comprendidos entre 28,87 y 30,20, y presentando diferencias significativas entre
GUC y GUM. Por ultimo, en cuanto a la tonalidad, la pasta de guisante present6 los valores mas
altos, seguido de la pasta de soja y de la lenteja, y mostrando todas las muestras diferencias
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significativas entre los métodos de coccidn (p < 0,05). Los valores mas elevados en cada tipo de
legumbre se obtuvieron tras la coccion en microondas, GUM (88,53 + 0,13), SOM (87,45 + 0,35)
y LEM (77,85 + 0,03), aunqgue en el caso del guisante no se observaron diferencias significativas
entre GUM y GUC. Algunos de los factores que pueden afectar al color de los alimentos durante
el procesado son la degradacién de los pigmentos, las reacciones de pardeamiento, la oxidacion
del &cido ascorbico, la acidez y la contaminacién por metales pesados (Glizel y Sayar, 2012).

La textura y la reologia son herramientas que nos ayudan a la caracterizacion fisica de los
alimentos. Son parametros muy importantes no solamente desde el punto de vista de la aceptacion
del consumidor, sino que también nos permiten predecir la estabilidad de los productos y alcanzar
las condiciones de procesado dptimas para obtener los productos deseados y mejorar la
satisfaccion de los consumidores.

Las propiedades texturales de las pastas de legumbres sometidas a los diferentes métodos de
coccidn fueron evaluadas por una prueba de extrusion inversa, obteniéndose la fuerza maxima y
el area bajo la curva, que representan la firmeza y consistencia, respectivamente. Los valores
obtenidos se muestran en la Tabla 3. Para la pasta de soja, no se observaron diferencias
significativas (p > 0,05) entre los métodos de coccién en cuanto a la firmeza y consistencia. La
pasta de lenteja presentd los valores mas bajos de las tres pastas de legumbres en ambos
parametros, con diferencias significativas entre los métodos, y obteniéndose los valores mas altos
en LEM. En el guisante también se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre los
métodos de coccion, de modo que GUP present6 un descenso significativo tanto en la firmeza
como en la consistencia de la pasta respecto a GUC y GUM.
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Tabla 3. Textura y propiedades viscoelasticas de las pastas de soja, lenteja y guisante obtenidas
tras los diferentes métodos de coccion.

Soja
Parametro Coccion Coccion Coccion en
convencional a presion microondas
Extrusion  Fuerza méax. (N) 21+ 3 19+ 22 23+ 42
inversa AUC (N-mm) 543 + 502 512 + 572 606+ 100°
LAOS G'Lvr (Pa) 39757 + 8421° 35077 £ 10512 45944 + 119742
oLvr (Pa) 158,5 £ 0,0° 114,7 + 15,8 158,5 +0,0°
Punto de flujo (Pa) 1151 + 375? 1180+ 0,02 1488 + 291°
SAOS G* (Pa) 41955 + 8676° 36905 + 14357 48645 + 118022
G' (Pa) 40860 * 8655° 35955 + 14357 47490 + 119222
G" (Pa) 9489 + 11052 8330 + 1822 10445 + 7292
n* (Pa-s) 6678 + 13812 5874 + 2282 7743 £ 18772
3 (°) 13,20 +1,232 13,05+ 0,232 12,68 + 2,242
Tan 0,235 + 0,023? 0,232 + 0,004? 0,225 + 0,0412
Lenteja
Parametro Coccidn Coccion Coccibn en
convencional a presion microondas
Extrusion Fuerza max. (N) 2,16 +0,14° 1,08 £0,13° 7,12 + 1,582
inversa AUC (N-mm) 48 £ 2° 26 + 4° 163 + 31°
LAOS G'Lvr (Pa) 4722 +982° 2869 + 85° 24300 + 70712
6Lvr (Pa) 17,7 +3,2° 15,5+ 0,0° 47,1+0,0%
Punto de flujo (Pa) 59,1+ 10,9 46,3+ 0,0 300,6 + 76,02
SAOS G* (Pa) 5159 + 1086° 3125 + 9Q° 25975 + 7573?
G' (Pa) 5090 + 1078° 3073 + 86° 25750 + 75942
G" (Pa) 839 + 136° 569 + 26° 3350 + 3162
n* (Pa-s) 821 +173° 497 + 140 4134 + 12052
3 () 9,41 + 0,462 10,48 + 0,192 7,63 + 1,542
Tan 0,166 + 0,008? 0,185 + 0,0032 0,134 +0,027°
Guisante
Parametro Coccion Coccidn Coccibn en
convencional a presion microondas
Extrusion  Fuerza méax. (N) 61 + 22 43 + 5P 67 + 72
inversa AUC (N-mm) 1696 + 772 1119 + 98P 1827 + 179°
LAOS G'Lvr (Pa) 115464 + 14617 84243 + 14930P 132086 + 17202
oLvr (Pa) 251,2+0,0% 158,5+ 0,0 158,5 +0,0°
Punto de flujo (Pa) 1645 + 857 1485 + 1412 1735+ 2122
SAOS G* (Pa) 124400 + 156982° 87735 + 14927° 137082 + 16717
G' (Pa) 122850 + 15910%° 86580 + 15344° 135750 + 17682
G" (Pa) 19320 + 5232 13905 + 1393° 18628 + 4412
n* (Pa-s) 19795 + 2496 13960 + 2376° 21815 + 2752
8 (°) 9,03 +1,40% 9,34 +2,53 7,8+0,3?
Tan 0,159 + 0,025° 0,165 + 0,045° 0,137 + 0,005°

Los parametros de textura representan: fuerza maxima y area bajo la curva (AUC).
Los parametros viscoelasticos de los ensayos oscilatorios de gran amplitud (LAOS) representan: valor del modulo
elastico en LVR (G'Lvr), valor de esfuerzo en LVR (oLvr) Y punto de flujo.
Los parametros viscoelasticos de los ensayos oscilatorios de pequefia amplitud (SAOS) representan: mddulo complejo
(G*), médulo elastico (G'), médulo viscoso (G"), viscosidad compleja (n*), angulo de fase (3) y tangente del angulo de

fase (Tan ).

Diferentes letras indican diferencias significativas entre los métodos de coccion dentro de la misma legumbre (p <

0,05).
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El comportamiento viscoelastico de las pastas de legumbres también fue evaluado, y los
resultados de las pruebas LAOS y SAQS, para caracterizar las propiedades viscoelésticas no
lineales y lineales, respectivamente, se presentan en la Tabla 3. Se realizo la prueba LAOS para
comparar el comportamiento viscoelastico de las pastas y establecer los limites de la LVR, region
en la que los mddulos viscoelasticos son constantes e independientes del esfuerzo aplicado. Los
cambios en el modulo elastico (G’) y el médulo viscoso (G*’) a medida que aumenta el esfuerzo
se muestran en la Figura 4, observandose valores mas altos de G’ que de G’” durante la LVR en
las tres pastas de legumbres. Esto demuestra una gran contribucién del componente elastico a las
propiedades viscoelasticas de las muestras, y por tanto un comportamiento tipo gel (Campo-
Deafio et al., 2010). En un estudio realizado por Alvarez et al. (2017) en hummus de garbanzo,
el comportamiento elastico de la muestra fue atribuido a los cambios conformacionales que se
producen durante la coccidn, tales como la gelatinizacién del almidén y la coagulacion o
agregacion de proteinas, aunque ademas se debe tener en cuenta la influencia de los diferentes
compuestos de la formulacién como la fibra. Respecto a los valores de G’Lvr Y oLvr, €Stos indican
rigidez y elasticidad, respectivamente. En las pastas de soja, los diferentes métodos de coccién
no implicaron diferencias significativas (p > 0,05) en la rigidez, en cambio la coccion a presion
supuso una disminucién en la elasticidad con respecto a SOC y SOM. Para la lenteja LEM fue el
que presentd mayor rigidez y elasticidad, mientras que en las pastas de guisante GUP presento la
estructura menos rigida y GUC la mas elastica. El punto de flujo indica la ruptura de la estructura
interna y el momento en que la pasta empieza a fluir (G’= G’’). Para las pastas de soja y guisante,
los diferentes métodos de coccion no implicaron diferencias significativas (p > 0,05) en el punto
de flujo. En cambio, en la lenteja, el mayor valor se presenté en LEM, siendo la Gnica pasta que
presento diferencias significativas entre los métodos de coccion (p < 0,05).

Los resultados obtenidos de la prueba SAOS también se muestran en la Tabla 3. La soja no
presentd diferencias significativas (p > 0,05) entre los diferentes métodos de coccion en las
propiedades viscoelasticas lineales, mientras que LEM, GUC y GUM presentaron los valores mas
altos en G*, G’ y n*, respecto a la misma pasta pero diferente coccién, lo que indicaria una
estructura mas rigida. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el ensayo de extrusion
inversa. La tangente del &ngulo de fase es un parametro que ayuda a definir el comportamiento
fisico de las muestras. Todas las pastas de legumbres presentaron valores comprendidos entre 0,1
y 1, lo que indica un comportamiento de gel débil. Cabe destacar que una mayor contribucion de
las propiedades elasticas es importante en la palatabilidad y obtencién de una textura suave, lo
que puede estar asociado con propiedades mas prometedoras para una deglucion agradable (Cho
y Yoo, 2015).

Las caracteristicas reoldgicas del producto dependen de la composicién y de las posibles
interacciones entre los componentes de la matriz alimentaria (Alvarez et al., 2017). También el
procesado del producto tiene gran influencia, de modo que las modificaciones microestructurales
de las legumbres durante el remojo, la coccion y la trituracion van a determinar el comportamiento
reolégico de las pastas. Este comportamiento tiene un impacto directo durante el procesamiento
oral y la digestion gastrointestinal, ya que esté relacionado con la percepcion oral, la rotura de la
estructura del alimento durante la masticacién, el sabor y aroma, o la liberacién de nutrientes
(Fischer y Windhab, 2011). Asi, el interés por comprender la relacion entre la microestructura y
los atributos reoldgicos de los alimentos puede ayudar a minimizar los defectos en la textura y a
la optimizacion de procesos para el desarrollo de productos (Ahmed et al., 2017).
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Figura 4. Cambios en el mddulo elastico (G”) y modulo viscoso (G’”) seglin el esfuerzo aplicado
para las pastas de (a) soja, (b) lenteja y (c) guisante obtenidas tras los diferentes métodos de
coccion.
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4.2 Digestibilidad proteica de las pastas de legumbres

Los diferentes tipos de procesado como pueden ser el remojo, distintos métodos de coccidn,
o trituracion de las legumbres afectan tanto a la estructura como a la funcionalidad y digestibilidad
de las proteinas y por tanto a la disponibilidad y la utilizacién de las proteinas en la dieta (Drulyte
y Orlien, 2019). Los procesos de remojo y coccién pueden reducir o incluso inactivar los FAN,
pero ademas afectaran a la matriz alimentaria y estructura de las proteinas, haciéndolas mas
susceptibles al ataque de las enzimas digestivas (Akande y Fabiyi, 2010; Torres et al., 2016). Por
su parte, durante la trituracién se rompen las barreras fisicas constituidas por las paredes celulares,
lo que provoca la liberacidn de los compuestos celulares y ofrece una mayor superficie de contacto
entre los nutrientes y las enzimas digestivas.

El efecto de los distintos métodos de coccion y la digestion gastrointestinal de las pastas de
legumbres sobre la digestibilidad de las proteinas se evalué mediante la determinacién del
contenido total de proteinas solubles, los péptidos solubles en TCA y los grupos amino libres.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4. El contenido de proteinas solubles en las
muestras antes de la digestion (tras remojar, cocinar y triturar las legumbres) tomo valores entre
3,15 y 15,04 mg/g, con diferencias significativas entre los métodos de coccion (p < 0,05). Estos
valores sugieren una baja biodisponibilidad de proteinas principalmente en SOM, LEM y GUP,
dentro de su respectiva legumbre, lo que puede explicarse por la lixiviacion de proteinas solubles
al agua de remojo y de coccion. Ademas, la coccion provoca la desnaturalizacién de las proteinas,
implicando una reagrupacion de las moléculas ya desplegadas y la formacion de nuevos
complejos, lo que conlleva una disminucion de su solubilidad (Jamdar et al., 2017; Le Gall et al.,
2005).

La digestion de las proteinas comienza en el estbmago, donde las proteinas se desnaturalizan
por el pH &cido, y son hidrolizadas por la accién de la enzima pepsina dando lugar a péptidos
relativamente grandes y algunos aminoacidos. En el intestino delgado, son principalmente las
enzimas tripsina y quimotripsina las que contintan la digestion de proteinas, generando péptidos
de menor tamafio y aminoacidos libres (Joye, 2019). En general, los resultados obtenidos
indicaron que el contenido de proteinas solubles descendi¢ significativamente (p < 0,05) después
de la fase oral y géastrica, en comparacion con las muestras antes de la digestion, y esta
disminucidn coincidié con un aumento de péptidos solubles en TCA y de grupos amino libres
(Tabla 4). La disminucion del contenido de proteinas en la fase oral, donde la enzima a-amilasa
inicia la hidrolisis del almiddn, pero no tiene lugar degradacién proteica, puede atribuirse a
interacciones de las proteinas con la enzima formando complejos o agregados que disminuirian
la solubilidad de las proteinas (Crosara et al., 2018). Ademas, cabe destacar que la fraccién
soluble en TCA al 5 % solamente contendria péptidos de menos de 10 residuos y aminoacidos
libres (Chen et al., 2010), por lo que los resultados de este ensayo no reflejan la presencia de
péptidos mas grandes liberados en la fase gastrica. En la fase intestinal, en todas las muestras se
observo un aumento significativo (p < 0,05) del contenido de proteinas solubles en comparacion
con las fases previas, asi como un aumento en el contenido de péptidos solubles en TCA y grupos
amino libres. Los valores de péptidos solubles oscilaron entre 33,75 y 81,56 mg/g, mientras que
el contenido de grupos amino libres estuvo entre 40,14 y 165,28 mg/g, dependiendo del tipo de
pasta y método de coccidn. Estos resultados evidencian una mejora en la digestibilidad proteica
de las pastas de legumbres durante la digestion gastrointestinal. Jamdar et al. (2017) obtuvieron
resultados similares para siete legumbres entre las que se encontraban la lenteja y el guisante,
evidenciando una disminucion del contenido de proteinas solubles tras el remojo y la coccion,
pero un aumento tras la digestién gastrointestinal simulada.
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Tabla 4. Contenidos de proteinas solubles, péptidos, grupos amino libres y fenoles totales en las
pastas de soja, lenteja y guisante tras los diferentes métodos de coccion obtenidos antes y durante
la digestidn gastrointestinal simulada.

Soja
Fase de Coccion Coccion Coccion
digestion convencional a presioén en microondas
Proteinas solubles Antes 15,04 + 0,6272 12,71 + 1,48R0 9,62 + 0,55B¢
(mg/g) Oral 1,03 + 0,46 1,46 + 0,66 3,39 + 0,332
Gaéstrica 1,48 +0,23¢0 2,75+ 1,17 5,88 + 0,40¢2
Intestinal 9,23 + 1,048b 7,67 = 0,4680 23,05 + 2,420
Péptidos solubles  Antes 8,31 + 0,25¢ 8,19 + 0,16 7,83 + 0,002
enTCA(Mmg/lg)  Oral 5,92 + 0,02°° 7,87 £0,53% 7,94 + 0,00
Gastrica 24,36 + 0,695¢ 33,45 + 0,398P 39,63 + 0,9852
Intestinal 73,13 £ 0,46%2 80,08 + 3,17A2 81,56 + 5,044
Grupos amino Antes 2,50 + 0,02¢0 2,52 + 0,03 3,38 + 0,09
libres (mg/g) Oral 6,00 + 0,09¢2 3,82 +0,02¢ 6,00 +0,11¢
Gastrica 40,41 + 1,248b 41,78 + 0,345 44,02 + 0,055
Intestinal 128,76 + 5,48A0 148,96 + 13,59/ 165,28 + 10,5942
Fenoles totales Antes 1,16 + 0,0282 1,09 + 0,028° 1,07 + 0,010
(mg/g) Oral 0,84 + 0,078 0,61 + 0,00% 0,94 + 0,06
Gastrica 3,87 £ 0,354 3,81+0,17A2 4,16 + 0,127
Intestinal - 0,23 +0,19PP 1,63+ 0,278
Lenteja
Fase de Coccién Coccidn Coccién
digestion convencional a presion en microondas
Proteinas solubles  Antes 9,09 +0,7742 8,71 +0,60%2 7,17 + 0,640
(mg/g) Oral 1,13 + 0,108 1,31 +0,15¢ 1,23 +0,09¢
Gastrica 0,26 + 0,148 0,38 £ 0,13 0,33 £ 0,19¢
Intestinal 8,87 + 0,79/ 7,33 + 1,368 2,83+ 00,7180
Péptidos solubles  Antes 2,76 + 0,20 3,20 + 0,0552 3,21 +0,02¢
en TCA (mg/g) Oral 1,35 + 0,080 1,02 + 0,048¢ 1,88 + 0,042
Gastrica 11,53 + 0,128b 14,05 + 0,008b 13,78 £ 0,11B2
Intestinal 77,93 +0,28"2 52,55 + 11,22Ab 41,64 + 0,25AP
Grupos amino Antes 2,86 + 0,050 3,03+0,01¢ 3,73 + 0,08
libres (mg/g) Oral 6,20 + 0,08% 6,63 +0,21C2 6,43 + 0,24C2
Gastrica 30,97 + 0,55B2 25,08 + 0,97Bb 29,71 +0,33B2
Intestinal 74,90 + 4,554 40,13 + 7,000 73,95 + 11,5642
Fenoles totales Antes 0,56 + 0,00 0,64 + 0,0282 0,63 + 0,0152
(mg/g) Oral 0,59 + 0,05 0,77 + 0,018 0,54 + 0,048
Gastrica 3,16 £ 0,017 3,00 £ 0,2272 2,95 + 0,21A2
Intestinal 2,21 + 0,6082 - -

Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases (antes de la digestion, oral, géstrica e intestinal)
dentro de una misma legumbre y método de coccion (p < 0,05).
Las letras minusculas indican diferencias significativas entre métodos de coccion (convencional, a presion, en
microondas) dentro de la misma legumbre y fase (p < 0,05).
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Tabla 4 continuacion.

Guisante
Fase de Coccion Coccion Coccion en
digestion convencional a presion microondas
Proteinas solubles Antes 6,28 + 0,41Ba 3,15 + 0,258b 5,82 + 0,198
(mg/g) Oral 3,76 £ 0,31% 1,18 +£0,17¢ 2,23+0,17°
Gastrica 0,79 +0,10P2 0,67 + 0,002 0,88 + 0,24P2
Intestinal 8,16 + 1,044 9,05+ 1,314 9,07 £ 0,794
Péptidos solublesen  Antes 2,58 + 0,03 2,27 +0,13¢c 3,79 + 0,09
TCA (mg/g) Oral 1,26 + 0,05 2,64 +0,11¢ 2,49 +0,14%
Gastrica 5,02 + 0,428¢ 11,02 + 0,728 7,86 £ 0,41Bb
Intestinal 33,75+ 0,79A¢ 59,76 + 4,217 45,05 + 2,29A0
Grupos amino libres  Antes 2,06 + 0,06°¢ 3,61 +0,02¢ 3,26 + 0,04P°
(mg/g) Oral 4,62 + 0,25 5,89 + 0,08 6,17 + 0,02¢
Gastrica 17,18 + 0,728 19,84 + 2 8652 17,31 + 0,108
Intestinal 61,11 +1,194° 74,00 + 5,474 51,77 £ 0,76A°
Fenoles totales Antes 0,59 + 0,028b 0,71 +0,01¢2 0,71 + 0,018
(mg/g) Oral 0,59 + 0,048 0,68 + 0,00 0,65 # 0,058
Gastrica 1,87 + 00,0940 2,30 + 0,084 1,84 + 0,05AP
Intestinal 0,31 + 0,040 1,15 + 0,228 -

Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre fases (antes de la digestion, oral, gastrica e intestinal)
dentro de una misma legumbre y método de coccion (p < 0,05).

Las letras minusculas indican diferencias significativas entre métodos de coccién (convencional, a presion, en
microondas) dentro de la misma legumbre y fase (p < 0,05).

El método de coccidn influy6 en la digestidn de las proteinas, asi como en la generacién de
péptidos y aminodacidos, de forma diferente en cada pasta de legumbre y en cada etapa de la
digestién. Al final de la digestion el contenido de proteinas fue de 2,5 a 3 veces mayor en SOM
gue en SOC y SOP, mientras que no se presentaron diferencias significativas (p > 0,05) entre los
métodos de coccién en cuanto a los péptidos solubles en TCA. El contenido de grupos amino
libres si presenté diferencias significativas (p < 0,05) entre los distintos métodos, siendo SOP y
SOM los que presentaron valores mas altos. En la pasta de lenteja, tanto el contenido de proteinas
solubles como el de péptidos solubles en TCA tras la fase intestinal present6 una tendencia similar
entre las muestras cocinadas (LEC >LEP > LEM), en cambio, el contenido de grupos amino libres
fue menor en LEP que en LEC y LEM. Por (ltimo, la pasta de guisante no present6 diferencias
significativas (p > 0,05) en el contenido de proteinas segun el método de coccion, pero en cambio,
tanto para los péptidos solubles como para los grupos amino libres la coccién a presion supuso
un aumento significativo en sus contenidos con respecto a los otros tipos de coccion. Estos
resultados indican que los diferentes métodos de coccion modifican la estructura de las proteinas
y la matriz de las legumbres de manera diferente en cada una de ellas, influyendo por tanto en la
cinética de la hidrdlisis de las proteinas durante la digestion gastrointestinal. La estructura de la
matriz de los alimentos tiene un gran impacto en la digestion de las proteinas, asi como en la
naturaleza de los péptidos liberados. Cabe destacar que la relacion entre el tipo de procesado y la
digestibilidad de las legumbres puede variar no solo entre especies de legumbres, sino también
dentro de una misma especie, ademas de que existen una amplia variedad de parametros como la
temperatura, el tiempo, el tamafio de particula o el contenido en humedad que pueden modificar
el efecto del procesado sobre la digestibilidad (Torres et al., 2016).
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Las legumbres son una buena fuente de compuestos fendlicos, los cuales son determinantes
para el color, gusto y sabor de los alimentos. Ademas, desempefian un papel importante en
muchos procesos fisioldgicos y metabdlicos por su capacidad de captacion de radicales libres,
pero pueden interactuar con proteinas modificando su biodisponibilidad (Giusti et al., 2019). En
el presente estudio se evalud la cantidad de fenoles totales de las pastas de legumbres antes y
durante la digestién gastrointestinal, y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4. Se
obtuvieron valores bajos, comprendidos entre 0,54 y 1,16 mg/g en la cantidad de fenoles totales
para todas las muestras antes de la digestién y después de la fase oral, mientras que se observé un
incremento de entre 2,5 y 6,25 veces, dependiendo del tipo de pasta y método de coccidn
empleado, tras la fase gastrica. Los bajos valores obtenidos en las muestras remojadas, cocidas y
trituradas antes de la digestion se pueden atribuir a la pérdida de compuestos fendlicos solubles
en agua durante el remojo y la coccion. Ademas, los compuestos fendlicos se ven afectados
durante la coccién por fenémenos como la degradacion térmica, la ruptura de enlaces covalentes,
la liberacion parcial de fenoles libres y la interaccion de acidos fenolicos con macromoléculas en
la matriz alimentaria (Nicolas-Garcia et al., 2021). Como se puede observar en la Tabla 4, todas
las muestras a excepcion de SOP presentaron diferencias no significativas (p > 0,05) entre los
valores obtenidos antes del comienzo de la digestion y los obtenidos tras la fase oral. Esto se debe
a que la corta duracion de la fase oral impide la interaccion entre los compuestos fenélicos y los
componentes de la saliva artificial. Por lo tanto, el impacto de la fase oral sobre la liberacion de
compuestos fendlicos se podria considerar insignificante. El aumento significativo que se produjo
después de la fase gastrica podria deberse a que el pH &cido potenciaria la abundancia de las
formas no disociadas de los compuestos fendlicos, cambio que promueve la difusion desde la
matriz a la fase acuosa como consecuencia de la reduccion de las interacciones ionicas, asi como
a la exposicién de los polifenoles hidrosolubles de la estructura de la legumbre debido a la accién
de la pepsina sobre las proteinas (Céardenas-Castro et al., 2020; Bohn, 2014). Tras la fase intestinal
se produjo un descenso significativo del contenido de fenoles totales respecto a la fase gastrica,
lo que podria ser consecuencia de la inestabilidad de los compuestos fenélicos cuando se exponen
a pH alcalinos del medio intestinal o a la formacién de micelas mixtas solubles en agua, proceso
gue se da principalmente en polifenoles apolares y que tiene como resultado una baja
bioaccesibilidad (Soriano Sancho et al., 2015; Bohn, 2014).

Los compuestos fendlicos pueden interactuar con las proteinas de forma reversible a través de
enlaces no covalentes (puentes de hidrégeno, enlaces hidrofébicos y fuerzas de Van der Waals)
y de forma no reversible mediante enlaces covalentes, dependiendo del tamafio y estructura de
los compuestos fenolicos y de la secuencia de aminoacidos de las proteinas. Estas interacciones
pueden provocar cambios en la estructura de las proteinas (formacion de complejos, despliegue y
precipitacion), asi como cambios en las propiedades fisicoquimicas, reduciendo su valor
nutricional y funcional. Ademas, pueden modificar la solubilidad, estabilidad térmica y
digestibilidad de las proteinas, asi como reducir la bioactividad de los compuestos fendlicos
(Ozdal et al., 2013; Czubinski y Dwiecki, 2016). Los compuestos fenolicos también pueden
interactuar con enzimas digestivas como la pepsina y la tripsina a través de interacciones no
covalentes, influyendo en su actividad enzimética y por tanto en la digestibilidad proteica. La
composicion de aminoacidos, tamafio molecular y estructura de las enzimas, el nimero y posicion
de grupos hidroxilos y presencia de glicosilacion en los compuestos fendlicos, asi como el pH, la
temperatura y tiempo de incubacion son factores que influyen en estas interacciones (Cirkovic
Velickovic y Stanic-Vucinic, 2017; Martinez-Gonzalez et al., 2017). Finalmente, cabe decir que
el reactivo de Folin-Ciocalteu puede reaccionar con proteinas, carbohidratos, aminoacidos,
vitaminas y otros compuestos no fendlicos, lo que puede provocar que la medicion de compuestos
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fenolicos por dicho ensayo de como resultado una sobreestimacion alta del contenido en fenoles
(Everette et al., 2010). En vista de los resultados de protedlisis y de los compuestos fendlicos
obtenidos, es probable que los compuestos fendlicos interactuaran con las proteinas en las
primeras fases de la digestion gastrointestinal, pero se necesitarian mas estudios para evaluar estas
posibles interacciones y sus cambios durante el proceso.

4.3 Actividad antioxidante de las pastas de legumbres

La capacidad antioxidante de las pastas de legumbres se determing antes de la digestion y
durante la digestion gastrointestinal in vitro (tras las fases oral, gastrica e intestinal) mediante los
métodos DPPH, RP y ABTS, ya que no existe un ensayo estandarizado para determinar la
capacidad antioxidante total de una muestra. Las diferentes metodologias para evaluar la actividad
antioxidante se clasifican en dos grupos en funcion de las reacciones quimicas implicadas: los
métodos basados en la transferencia de &tomos de hidrégeno (HAT) que miden la capacidad de
un antioxidante para estabilizar el radical libre mediante la donacion de un hidrégeno, son
reacciones independientes del pH y del disolvente; y los métodos basados en la transferencia de
electrones (SET) que miden la capacidad de un antioxidante para reducir el radical libre mediante
la transferencia de un electrén, se trata de reacciones dependientes del pH. EI método del poder
reductor del hierro se basa en el mecanismo SET, mientras que los métodos de DPPH y ABTS
son metodologias que pueden actuar con ambos mecanismos, HAT y SET (Prior et al., 2005).
Estudiar la evolucién de la actividad antioxidante durante la digestion gastrointestinal in vitro
permite ver cémo influyen las enzimas digestivas en la liberacion de compuestos antioxidantes,
tanto péptidos bioactivos como compuestos fendlicos unidos a proteinas, aumentando su
biodisponibilidad para que interactien con especies reactivas de oxigeno.

En la Figura 5 se muestra los resultados obtenidos para el ensayo DPPH. En las pastas de SO
y LE se produjo un aumento significativo (p < 0,05) de la actividad antioxidante después de la
digestién en comparacion con las pastas sin digerir. En ambas pastas, los valores mas altos de
actividad antioxidante fueron los correspondientes a la coccidn convencional y a presion, llegando
a valores de 17 mmol TE/g en LEP y LEC. Sin embargo, en la pasta de guisante digerida se
produjo un descenso significativo (p < 0,05) en comparacién con las pastas sin digerir, con una
reduccion de 4 veces para GUP. Cabe mencionar que la pasta de LE fue la Unica que mostré un
incremento de actividad antioxidante conforme avanzaba la digestion, mientras que las pastas de
SO y GU no mostraron actividad tras la fase oral y gastrica. Dawidowicz et al. (2012) indicaron
que la matriz alimentaria, asi como el tipo y la cantidad de solvente utilizado en la reaccion, el
contenido de agua y concentracion de hidrégeno podria influenciar en la cantidad de DPPH sin
reaccionar, lo que provocaria diferencias en la estimacion de la actividad antioxidante. Ademas,
muchos antioxidantes pueden reaccionar lentamente con los radicales DPPH o incluso no
interaccionar debido a la inaccesibilidad estérica, lo que es un factor determinante en la reaccién
(Prior et al., 2005). La accion de las enzimas intestinales probablemente mejor6 la accesibilidad
de los compuestos a los radicales del DPPH maés que la accion de la pepsina gastrica, lo que podria
deberse a la disminucion del tamafio de las moléculas (debido a la accién enzimatica o las
condiciones del pH) (Mtolo et al., 2017). Esto explicaria el aumento de la actividad antioxidante
después de la digestion gastrointestinal (Figura 5).
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Figura 5. Actividad antioxidante medida por el método de captacion del radical DPPH de las
pastas de (a) soja, (b) lenteja y (c) guisante tras los diferentes métodos de coccion obtenida antes

y durante la digestion gastrointestinal simulada.

Las letras mayUsculas indican diferencias significativas entre fases (antes de la digestion, oral, géstrica e intestinal)
dentro de una misma legumbre y método de coccidn (p < 0,05), mientras que las letras minusculas indican diferencias
significativas entre métodos de coccion (convencional, a presién, en microondas) dentro de la misma legumbre y fase
(p <0,05).

Los resultados obtenidos por el método RP se muestran en la Figura 6. Se observé que en las
tres pastas de legumbres se produjo un aumento significativo (p < 0,05) de la actividad
antioxidante al final de la digestién, con valores comprendidos entre 1,5y 17 umol TE/g. Esto
sugiere que los péptidos y los aminoécidos libres generados durante la digestion podrian ser
buenos donantes de electrones. EI mayor incremento en la actividad antioxidante entre muestras
digeridas y las no digeridas se produjo en la pasta de LE, con un aumento de entre 5,5y 11 veces,
dependiendo del método de coccidn. Este incremento fue especialmente mayor que el obtenido
por Jamdar et al. (2017), en cuyo estudio los valores se duplicaron y se atribuy6 la actividad
antioxidante principalmente a los compuestos fendlicos en lugar de a los péptidos generados
durante la digestion. Los diferentes métodos de coccion a los que se sometieron las legumbres
también dan lugar a diferencias en los compuestos liberados durante la digestion y en los
resultados de la actividad antioxidante. En el método RP, las muestras SOP, LEC, GUC y GUP
mostraron los valores mas altos después de la fase intestinal (Figura 6), lo que indica una
tendencia similar en SO y LE a los resultados obtenidos por el método DPPH (Figura 5). Esto se
debe a que ambos ensayos, DPPH y RP, se correlacionan bien con la hidrofobicidad de los
péptidos, aunque el ensayo RP esta libre de las influencias del disolvente y las propiedades
estéricas de los péptidos (Liao et al., 2016).
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Figura 6. Actividad antioxidante medida por el método del poder reductor del hierro de las pastas
de (a) soja, (b) lenteja y (c) guisante tras los diferentes métodos de coccion obtenida antes y
durante la digestion gastrointestinal simulada.

Las letras mayUsculas indican diferencias significativas entre fases (antes de la digestion, oral, géstrica e intestinal)
dentro de una misma legumbre y método de coccidn (p < 0,05), mientras que las letras minusculas indican diferencias
significativas entre métodos de coccion (convencional, a presion, en microondas) dentro de la misma legumbre y fase
(p <0,05).

El método ABTS se usa para determinar la actividad antioxidante tanto de compuestos
lipofilicos como hidréfilos (Jamdar et al., 2017). Los resultados obtenidos del ensayo ABTS para
las pastas de legumbres se muestran en la Figura 7. En las tres pastas se observd un aumento
significativo (p < 0,05) de la actividad antioxidante después de la fase gastrica, mas de 10 veces
superior para el caso de LE. Esto concuerda con el notable aumento en la cantidad de compuestos
fenolicos observado (Tabla 4), por lo que la actividad antioxidante de la fase gastrica podria
atribuirse principalmente a los compuestos fenélicos. En el estudio de Ketnawa y Ogawa (2019)
se atribuy6 la actividad antioxidante de la soja tanto a los compuestos fendlicos como a los
péptidos bioactivos, sugiriendo ademas que los cambios estructurales que se producen durante la
digestion por la accion de la pepsina podrian favorecer la captura de los radicales libres ABTS.
Al final de la digestion, se mantuvo la actividad antioxidante para todas las muestras excepto para
SOy LEP, en las cuales se produjo un descenso significativo (p < 0,05). Esto podria deberse a
una degradacion de los compuestos fenolicos tras la fase intestinal, por lo que en estos casos los
péptidos y los aminoacidos libres podrian ser los responsables de la actividad antioxidante. La
accién de la pepsina en la fase gastrica y posteriormente de la tripsina y quimotripsina en la fase
intestinal aumentaria el ndmero de escisiones sobre el enlace peptidico conduciendo a la
acumulaciéon de péptidos mas cortos (tripéptidos y dipéptidos) y aminoacidos libres. Estos
compuestos son mas hidrofilicos que los péptidos de mayor tamafio lo que provoca que sean
capaces de reaccionar mas facilmente con el ABTS* soluble (Zhu et al., 2008). En la pasta de
LE, el aumento en la actividad captadora de radicales ABTS después de la digestion en
comparacion con las muestras no digeridas (Figura 7b) fue casi el doble que el descrito por Jamdar
et al. (2017), quien también correlaciono la actividad antioxidante con el contenido de péptidos
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generados después de la digestion. Si comparamos entre los métodos de coccidn dentro de la
misma fase y tipo de legumbre, en general SOP mostr6 los valores mas bajos de actividad
antioxidante, GUP present6 los valores mas altos, mientras que en LE el método de coccidn
utilizado no influyé significativamente (p > 0,05) en la actividad antioxidante. También cabe
sefialar que muchos autores consideran el ensayo Folin-Ciocalteau como una medida de la
capacidad antioxidante mas que un ensayo para determinar el contenido fendlico total, ya que este
ensayo se basa en la transferencia de electrones para medir la capacidad reductora de un
antioxidante. De hecho, algunos estudios han demostrado una fuerte correlacién entre los ensayos
Folin-Ciocalteau y ABTS (Everette et al., 2010; Prior et al., 2005). En el presente estudio ambos
ensayos mostraron una tendencia similar tras la fase gastrica pero no tras la ultima fase de la
digestion gastrointestinal in vitro.
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Figura 7. Actividad antioxidante medida por el método de captacion del radical ABTS de las
pastas de (a) soja, (b) lenteja y (c) guisante tras los diferentes métodos de coccion obtenida antes

y durante la digestion gastrointestinal simulada.

Las letras mayUsculas indican diferencias significativas entre fases (antes de la digestidn, oral, gastrica e intestinal)
dentro de una misma legumbre y método de coccidn (p < 0,05), mientras que las letras minusculas indican diferencias
significativas entre métodos de coccion (convencional, a presién, en microondas) dentro de la misma legumbre y fase
(p <0,05).

Es dificil comparar los resultados obtenidos por los diferentes ensayos de medida de actividad
antioxidante, ya que son diferentes en términos de sustratos, condiciones de reaccion,
mecanismos, cinética y métodos de cuantificacion (Huang et al., 2005). Sin embargo, se requiere
la utilizacion de varios métodos para caracterizar la actividad antioxidante total de una muestra,
ya que las diferencias en la estructura y las propiedades del compuesto antioxidante, como la
solubilidad, el potencial de ionizacion y la energia de disociacién del enlace, son las responsables
de determinar el mecanismo dominante (HAT y SET) en el sistema (Prior et al., 2005).
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Durante la digestion gastrointestinal, la accion de las enzimas digestivas y las condiciones de
pH producen la hidrélisis de proteinas y péptidos, la liberacion de aminoéacidos y compuestos
fenolicos, y la exposicién de grupos internos de las moléculas. Esto puede afectar a la cantidad,
tamafio y caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos, repercutiendo en su capacidad
antioxidante. El tamafio de los péptidos es un factor importante para determinar su actividad, ya
gue se ha descrito que predominantemente los péptidos antioxidantes tienen entre 2 y 6
aminoacidos (Sarmadi y Ismail, 2010), pero también influye en la capacidad para atravesar la
barrera intestinal y ejercer su accién in vivo. La fraccion de péptidos solubles en TCA al 5 % mide
la fraccion de péptidos de menos de 10 aminoacidos, por lo que incluiria los péptidos
potencialmente antioxidantes. Ademas, la composicion en aminoacidos, la estructura, la
hidrofobicidad, y las propiedades estéricas y electronicas de los péptidos tienen una gran
influencia sobre su actividad antioxidante (Zou et al., 2016). Por ello, se necesitan mas estudios
para caracterizar e identificar los péptidos responsables de la actividad antioxidante observada en
las pastas de legumbres, asi como para evaluar las interacciones entre los compuestos
antioxidantes y la matriz, ya que pueden provocar cambios en la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de los compuestos bioactivos.
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5. CONCLUSIONES

Las pastas de legumbres preparadas a partir de soja, lenteja y guisante mostraron diferencias
significativas en sus propiedades fisicoquimicas segun el método de coccidn utilizado. En general,
el contenido de humedad fue mayor en las muestras cocidas a presion, excepto en soja donde no
se observaron diferencias significativas entre métodos. Los valores méas altos en contenido de
sélidos solubles, luminosidad y tonalidad se observaron en las muestras cocinadas en microondas,
excepto para los atributos de color en el caso del guisante.

Los anélisis de textura y comportamiento viscoelastico indicaron que las pastas de legumbres,
a excepcion de la soja, presentaron diferencias significativas segun el método de cocci6n
utilizado. Todas las muestras mostraron un predominio de las propiedades elasticas sobre las
viscosas y un comportamiento de gel débil. Ademas, las muestras cocinadas con microondas
presentaron una estructura mas rigida.

La coccién seguida de la digestion gastrointestinal in vitro mejor6 la digestibilidad de las
proteinas y la actividad antioxidante de las legumbres, pero la magnitud fue diferente dependiendo
de la fase de la digestion, el tipo de legumbre y el método de coccidn. De forma general, los
valores més altos en contenido de proteinas, péptidos y grupos amino libres al final de la digestion
se observaron en el caso de la soja tras el cocinado en microondas, en la lenteja tras la coccion
convencional y en el guisante tras la coccién a presion. Respecto a la actividad antioxidante, los
mayores valores se obtuvieron en la soja tras la coccion a presion con los ensayos DPPH y RP,
en la lenteja tras la coccion convencional con los tres ensayos, y en el guisante tras la coccion a
presion con los ensayos RP y ABTS. Esta actividad podria atribuirse en mayor medida a los
péptidos y los aminodcidos libres liberados durante la digestién que a los compuestos fendlicos,
ya que el contenido de estos desciende tras la fase intestinal.

Con este trabajo se ha podido ampliar el conocimiento sobre las propiedades fisicoquimicas,
digestibilidad proteica y actividad antioxidante de diferentes pastas de legumbres para un futuro
disefo de alimentos ricos en proteinas. Sin embargo, establecer una conclusion sobre que método
de coccién es mejor para cada tipo de legumbre estudiada no es sencillo. Se necesitarian mas
estudios para poder elucidar los efectos del procesado sobre la estructura de la matriz alimentaria
y de las interacciones entre los componentes durante la digestion gastrointestinal, asi como
identificar los compuestos bioactivos responsables de la actividad antioxidante observada.
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