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RESUMEN

Este estudio tiene como objetivo investigar los efectos de la fermentacién
en estado solido con un hongo comestible (Pleurotus ostreatus) sobre las habas
(Vicia faba), un alimento con un excelente perfil nutricional cuyo consumo es
deficiente en las dietas actuales. La fermentaciéon contribuy6é al aumento del
contenido proteico (16%) vy, por lo tanto, al contenido en aminoacidos totales v,
en mayor medida, los aminoacidos esenciales (17%), ademas de reducir el
contenido en carbohidratos (9%). Después de la simulacion de la digestién in
vitro, no se observaron cambios en la digestibilidad de las proteinas, pero, si se
produjo una disminucién en la digestibilidad de carbohidratos y un aumento en
la liberacion de los aminoacidos valina, isoleucina y treonina, considerados vitales
para la salud y correcto desarrollo en la infancia. Ademas, se observé un aumento
muy significativo en la inhibicidon de la enzima convertidora de angiotensina en
las muestras fermentadas. Por lo tanto, los resultados de este estudio revelan la
utilidad de este proceso para mejorar el perfil nutricional y digestivo de las habas.

PALABRAS CLAVE: Proteina, digestibilidad, Pleurotus ostreatus, factores
antinutricionales, antioxidantes, minerales, fenoles.



RESUM

Aquest estudi té com a objectiu investigar els efectes de la fermentacio en estat
solid amb un bolet comestible (Pleurotus ostreatus) sobre les faves (Vicia faba),
un aliment amb un excel-lent perfil nutricional el consum del qual és deficient en
les dietes actuals. La fermentacié va contribuir a un augment del contingut proteic
(16%) i, per tant, del contingut en aminoacids totals i, en major mesura, dels
aminoacids essencials (17%), a més de reduir el contingut en carbohidrats (9%).
Després de la simulacio de la digestio in vitro, no es van observar canvis en la
digestibilitat de les proteines, pero, si que es va produir una disminucié en la
digestibilitat de carbohidrats i un augment en la lliberacio dels aminoacids valina,
isoleucina i treonina, considerats vitals per a la salut i correcte desenvolupament
en la infancia. A més, es va observar un augment molt significatiu en la inhibicié
de I'enzim convertidor d'angiotensina en les mostres fermentades. Per tant, els
resultats d'aquest estudi revelen la utilitat d'aquest procés per millorar el perfil
nutricional i digestiu de les faves.

PARAULES CLAU: Proteina, digestibilitat, Pleurotus ostreatus, factors
antinutricionals, antioxidants, minerals, fenols.

ABSTRACT

This study aims to investigate the effects of solid-state fermentation with an edible
fungus (Pleurotus ostreatus) on broad beans (Vicia faba), a food with an excellent
nutritional profile whose consumption is deficient in current diets. Fermentation
contributed to an increase in protein content (16%) and, therefore, in total amino
acid content and, to a greater extent, essential amino acids (17%), besides
reducing carbohydrate content (9%). After in vitro digestion simulation, no
changes were observed in protein digestibility, but, a decrease in carbohydrate
digestibility occurred and an increase in the release of the amino acids valine,
isoleucine, and threonine, considered vital for health and proper childhood
development. Additionally, a very significant increase in angiotensin-converting
enzyme inhibition was observed in the fermented samples. Therefore, the results
of this study reveal the usefulness of this process in improving the nutritional and
digestive profile of broad beans.

KEYWORDS: Protein, digestibility, Pleurotus ostreatus, antinutritional factors,
antioxidants, minerals, phenols



1. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, el aumento del sobrepeso ha emergido como
uno de los desafios predominantes durante el proceso de crecimiento de nifios y
adolescentes. La problematica del sobrepeso y la obesidad infantil ha suscitado
una preocupacion de alcance global. Se ha documentado que, en el periodo
2018-2020, un 29% de los nifios entre 7 y 9 afos residentes en la Region
Europea, presentaban sobrepeso ademas de numerosos casos de obesidad
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2022). Esta tendencia
alarmante mencionada se atribuye a la falta de promocion de habitos alimentarios
saludables, la adopciéon de un estilo de vida sedentario y otros cambios
socioecondmicos. De acuerdo con los hallazgos mas recientes, este problema se
manifiesta incluso en naciones que siguen una dieta mediterranea, a pesar de los
beneficios que esta conlleva para la salud (Maggi et al., 2021). En la época actual,
los paises situados en el sur de Europa exhiben algunas de las tasas mas
elevadas de obesidad infantil en el continente europeo (De Espana, 2021).
Numerosos estudios han revelado un vinculo directo entre la obesidad infantil y
adolescente y la predisposicion al sobrepeso en la adultez (Biro & Wien, 2010).
Asimismo, se ha constatado que la obesidad durante la adolescencia guarda una
asociacion significativa con un incremento en el riesgo de desarrollar
enfermedades graves como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes tipo
2 en la etapa adulta (Weihrauch-Bliher et al., 2019) y la apariciéon de
adenocarcinoma. Ademas, investigaciones adicionales han demostrado que los
nifos que padecen obesidad se caracterizan por una supresion de la inmunidad
antitumoral (Weihe et al., 2020).

Una parte significativa de alimentos vinculados con la obesidad infantil son los
conocidos “snacks”, comidas asociadas a productos para llevar, que contienen
carbohidratos de rapida absorcion, grasas saturadas y niveles elevados de sal.
Estos alimentos que no ayudan a cubrir las necesidades nutricionales de los nifios
y, por lo tanto, supone un foco de preocupacion para padres, pediatras,
fabricantes de alimentos e investigadores. Ademas, actualmente los
consumidores han puesto el foco en la busqueda de nuevos productos que
contribuyen a una dieta saludable y equilibrada, llevando a los productores a
centrarse en la creacion de “snacks” con un valor nutricional mejorado, utilizando
ingredientes alternativos. La reduccion de los carbohidratos de absorcion rapida
y el aumento de las proteinas vegetales en la composicion de los snacks se
consideran cada vez mas estrategias para influir en las elecciones alimentarias,
promoviendo patrones de alimentacion saludables y previniendo la obesidad. Por
todo ello, se anticipa que las preocupaciones medioambientales y el énfasis en la
produccion sostenible, asi como el empleo de fuentes alternativas de proteinas,
seran factores impulsores de las ventas de snacks (Dussimon, 2022).



Dentro de estas fuentes alternativas de proteinas encontramos a las
legumbres, un alimento que forma parte de la dieta tradicional mediterranea y
que es declarada como fuente valiosa de proteina dietética, sostenible
medioambientalmente y de bajo coste (Charles S Brennan, 2016). Ademas, el
cultivo de legumbres contribuye a la reduccion de las emisiones de gases de
efecto invernadero, promueve la fijacion del nitrégeno atmosférico en los suelos
y reduce la huella de carbono, lo que lo convierte en un cultivo sostenible
(Stagnari et al., 2017). Las legumbres, son una fuente rica en proteinas, que oscila
entre el 21% y el 31% en base seca, variando su contenido segun la especie y el
cultivo. Estas proteinas son ricas en aminoacidos esenciales como la lisina y la
leucina. Ademas, diversos estudios han destacado la importancia de consumir
legumbres por su aporte proteico y por su alto contenido en fibra dietética, asi
como por sus niveles significativos de minerales y polifenoles. Estos
componentes han demostrado estar asociados con una menor prevalencia e
incidencia de enfermedades como la obesidad, enfermedades cardiovasculares,
diabetes tipo 2 y algunos tipos de cancer (Hernandez-Olivas et al., 2021). Sin
embargo, es importante destacar que las legumbres presentan deficiencias en
algunos aminoacidos esenciales, como la cisteina, la metionina y el triptéfano, lo
que ha motivado a investigadores a explorar mecanismos para mejorar su calidad
proteica. Ademas, la calidad nutricional de las leguminosas puede verse afectada
por la presencia de factores antinutricionales, que tienen efectos fisiologicos no
deseados (Muzquiz et al., 2004). Estos compuestos se conocen como: lecitinas,
inhibidores de proteasas, fitatos, taninos, oligosacaridos, saponinas y alcaloides.
La presencia, distribucion e impacto negativo de estos antinutrientes ha sido
objeto de amplia evaluacion y analisis (G. Grant, 1991).

Por lo tanto, el procesamiento previo al consumo de legumbres podria mejorar
la calidad y la biodisponibilidad de sus nutrientes, como, por ejemplo, empleando
la fermentacion, un proceso biotecnolégico que ayuda a reducir la cantidad de
antinutrientes mediante la biotransformacion ayudando asimismo en el
enriquecimiento del contenido proteico y otros componentes funcionales
Recientemente, se han investigado diversos métodos de fermentacion en estado
soélido para legumbres como lentejas, soja y quinoa (Starzynska-Janiszewska et
al., 2020) .

En el amplio espectro de microorganismos susceptibles de ser utilizados en
la fermentacion, los hongos ofrecen ciertas ventajas en comparacion con otros
microorganismos debido a su elevado contenido proteico (20-30% en materia
seca) y su calidad proteica, ya que contienen todos los aminoacidos esenciales.
Ademas, los hongos actuan como fuente de fibra dietética y tienen un alto
contenido de vitamina B, ademas de ser bajos en grasa (J. A. Pineda-Insuasti,
2014). A pesar de esta informacion, hasta la fecha, no existen productos similares
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en el mercado basados en la fermentacion de legumbres tradicionales como
lentejas, garbanzos o habas. De esta manera, el desarrollo de nuevos productos
fermentados a partir de legumbres mediterraneas podria ampliar y diversificar la
gama de productos proteicos de origen vegetal, lo que abriria nuevas
oportunidades de mercado para las empresas del sector.

Por tanto, el presente estudio se centra en la produccién de habas
fermentadas en estado solido utilizando Pleurotus ostreatus y tiene como objetivo
investigar como la fermentacion afecta a su contenido de nutrientes y
antioxidantes, asi como evaluar mediante un sistema estatico de digestion in vitro
su digestibilidad. El objetivo final es demostrar el potencial de las habas
fermentadas como ingrediente para la creacion de productos alimentarios
innovadores.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales y reactivos

Las semillas de haba secas (Vicia Faba L.) se adquirieron en el Mercado
Central de Valencia (Espana) de la marca Batlle®. La cepa Pleurotus ostreatus
se obtuvo de la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT20311).

Para las distintas determinaciones se han empleado los siguientes reactivos:
Acido sulfurico, hidréxido de sodio, cloruro de sodio, acido tioglicélico, acido
fitico, 2,2'-bipiridina, acetilacetona, acido ascoérbico, acetato de etilo, acido
férmico, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis (3-etilbenciotiazolina-6-
sulfénico), reactivo Folin-Ciocalteu, 2,4,6-tripiridil-s-triazina, acido galico, acido
(x)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, micopeptona y
cloramfenicol se obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EE. UU.). Para
la digestidn, la pepsina de la mucosa gastrica porcina (3200-4500 U/mg, P6887),
pancreatina (8 x USP, P7545) de pancreas porcino, p-tolueno-sulfonil-L-arginina
metil éster, bilis bovina (B3883), sales de grado analitico, acido bdérico, acido
clorhidrico (37%), acido sulfurico (95-97%), hidroxido de sodio, D-+-glucosa
(299.5%), etanol (96%) e invertasa de levadura de pan (Grado VII, 2300
unidades/mg solido, 14504) de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EE. UU.). Acido
acético glacial, acido clorhidrico concentrado, etanol absoluto, éter etilico,
carbonato de sodio, sulfato de hierro (lll) dodecahidratado de amonio y EDTA Sal
Calcica Disodica se obtuvieron de Panreac AppliChem (Barcelona, Espana).
Acido nitrico (70%) acetonitrilo (grado HPLC), metanol (grado HPLC), cloruro de
hierro (Ill) hexahidratado, acetato de sodio trihidratado y persulfato de potasio se
obtuvieron de Honeywell Fluka (Morris Plains, NJ, EE. UU.).



2.2 Fermentacion fungica en estado sélido

Previamente a la inoculacion del cultivo de Pleurotus ostreatus, las habas
fueron hidratadas durante 16 horas a temperatura ambiente en proporcién 1:6.
Tras la hidratacion, se escaldaron durante 2 minutos y se enfriaron con
abundante agua. Seguidamente se esterilizaron en autoclave (Autoclave de
soporte vertical 4002136, JP Selecta™, Barcelona, Espafa) durante 20 min a
121° C. Posteriormente, se prepararon en tarros de fermentacion previstos con
filtro T1 (50 g cada uno) y se inocularon con 5 ml de cultivo iniciador de Pleurotus
ostreatus. La incubacion se mantuvo durante 10 dias a 25°C en una incubadora
digital (horno digital 2001249, JP Selecta™, Barcelona, Espafa). El cultivo
iniciador se preparé previamente en un liquido de cultivo compuesto por un 2%
de glucosa, 2% de extracto de malta y 0.1% de micopeptona, manteniendo este
cultivo en agitacion horizontal a 25°C durante 14 dias en una incubadora digital
(JP Selecta™ horno digital 4002136, Barcelona, Espana)

2.3 Determinaciones analiticas de las habas
2.3.1. Caracteristicas fisicoquimicas

Para determinar si los cambios nutricionales se deben a la fermentacién o al
procesamiento previo, se analizaron tres muestras diferentes. En primer lugar,
las habas hidratadas durante 16h (habas remojadas (HR)). En segundo lugar,
habas escaldadas, esterilizadas e incubadas (habas autoclavadas (HA)).
Finalmente, habas fermentadas (HF) que se han sometido a las mismas
condiciones que las autoclavadas, pero inoculadas con Pleurotus ostreatus.

Los analisis del contenido en humedad, grasa, cenizas y proteina
determinados en las habas se realizaron acorde a los métodos oficiales (AOAC,
2000). La humedad se evalué a través del cambio en el peso de las muestras
antes y después del proceso de secado hasta alcanzar una masa constante. El
contenido de grasa en las muestras se determind mediante el método Soxhlet
utilizando éter de petréleo (60:40). La cantidad de proteina se calcul6 a partir del
contenido de nitrégeno total utilizando el método Kjeldahl, con un factor Kjeldahl
de 6,25. Para evaluar el contenido de cenizas, las muestras se sometieron a
calcinacion en una mufla a 550 °C durante 10 horas hasta obtener peso constante
(Select-Horn, JP-SELECTA). Finalmente, los carbohidratos se calcularon por
diferencia. Los resultados se expresaron en gramos por cada 100 g de materia
seca.

Para determinar el contenido final de biomasa tras la fermentacion (Sanchez-
Garcia et al., 2023), una muestra seca de 100 mg se mezclé con 2,4 mL de acido
sulfurico al 72% a una temperatura de 25°C durante 24 horas. Posteriormente,
se diluyeron las muestras con 55 mL de agua destilada y se sometieron a
esterilizacion a 121°C durante 2 horas. Tras ello, se tomé una alicuota de 1 mL
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del hidrolizado neutralizado y se combind con 1 mL de acetilacetona, calentando
la mezcla en un bafo de agua hirviendo durante 20 minutos. Tras enfriar la
muestra, se afnadieron 6 mL de etanol y 1 mL de reactivo de Erhlick. La
absorbancia se registré a 530 nm tras incubar la mezcla a 65°C durante 10
minutos y enfriarla. Los resultados se expresaron en mg de glucosamina por g
en base seca.

2.3.2. Analisis cuantitativo de los fenoles totales, componentes
antioxidantes y taninos

Para la elaboracion de todos los ensayos, en primer lugar, se realizd una
extraccion etanolica de los compuestos fendlicos (Caprioli et al., 2018). Una
alicuota de 20 mL de etanol al 70% se afadid a 5 g de la muestra sdlida. A
continuacion, se anadié HCI 2N a la muestra hasta alcanzar un pH de 2, tras ello,
la muestra se sometié durante 120 min a una sonicacion a 20°C. Tras la
extraccion, la muestra se centrifugdé a 8000g durante 15 minutos. La extraccién
se repitid dos veces y los sobrenadantes se juntaron en una uUnica alicuota.
Finalmente, el extracto se filtré con un filtro de PTFE de 0.45 um.

En cuanto al contenido total de fenoles (TPC), se empled el método Folin-
Ciocalteu (Aranibar et al., 2018). Se tomd6 10 uL de cada extracto y se mezcld
con 1,58 mL de agua bidestilada. Luego, se anadieron 100 uL del reactivo Folin-
Ciocalteu y se agitd 3 minutos. Tras esto, se incorporaron 300 uL de Na,COs; al
20%, la mezcla se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 60
minutos y se midio la absorbancia a 765 nm (UV/vis, Beckman Coulter du 730).
Previamente, se prepard una curva estandar de acido galico de 0 a 500 mg/L
(r?=997) y los resultados se expresaron en miligramos de equivalente de acido
galico (GAE) por g de alimento en base seca.

Para la actividad antioxidante, se llevaron a cabo tres distintos métodos:
ABTS, DPPH y FRAP (Thaipong et al., 2006). Se utilizé el mismo extracto
etandlico mencionado previamente. Para todos los métodos, los resultados se
expresaron en mg de trolox por g en base seca, utilizando una curva estandar
que emplea el trolox como referencia (en un rango de 0 a 200 mg/L).

Finalmente, el contenido en taninos de los extractos de las habas se determino
mediante el ensayo acidificado de la vanillina (Downey & Hanlin, 2010). En este,
se mezclaron 50 pL del extracto con 200 uL de reactivo de vanillina (compuesto
por 3% de vanillina y 14% de HCI en MeOH) y se dej6 reaccionar durante 20
minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se registré a 500 nm (UV/vis,
Beckman Coulter du 730) y el resultado de las muestras se expresd en
equivalentes de catequina (mg CAE /g base seca).



2.4 Digestion estatica in vitro

Las habas remojadas, autoclavadas y fermentadas fueron digeridas simulando
una fase oral, gastrica e intestinal en condiciones de un adulto sano (Minekus et
al., 2014). Los detalles se muestran a continuacion:

Fase oral: Se diluyen 5g de muestra en 5 mL Fluido Salival Simulado (SSF),
previamente calentado a 37°C y se dejo incubar en agitacion durante 2 min a
37°C.

Fase gastrica: Tras la fase oral se anadio a la mezcla resultante Fluido Gastrico
Simulado (SGF) en relacién 1:1 el cual contenia una solucion de pepsina porcina
preparada previamente con una actividad de 2,000 U/mL y se ajusté el pH a 3.0
anadiendo HCL 1M. Posteriormente, las muestras se incubaron en agitacion
durante 2h a 37°C, ajustando periédicamente el pH a 3.0.

Fase intestinal: Se afadid a la mezcla Fluido Intestinal Simulado (SIF) en
relacion 1:1 y se ajusté el pH a 7.0 anadiendo NaOH 1M. EI SIF contenia las
enzimas pancreatina y pepsina con una actividad de 5.35U/mg y 3883 U/mg
respectivamente. La concentracion final de sales biliares fue de 10mM.
Finalmente, las muestras se incubaron en agitacién durante 2h a 37°C ajustando
siempre el pH a 7.0. Al final de la fase intestinal, se afadid 4mL del inhibidor
Bowman-Birk en una concentraciéon de 0,05 g/L para inhibir la actividad
enzimatica. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 8000 g durante 10 min a
4°C. Del sobrenadante se tomaron diferentes alicuotas y se congelaron a -20°C.

2.5. Proteina soluble (TCA)

La hidrdlisis proteica se evalué midiendo la fraccién de proteina soluble en
TCA. Se siguio el procedimiento descrito por (Hernandez-Olivas, et al., 2022). Se
anadio la solucién TCA a las muestras digeridas para llegar a una concentracion
del 12% y se dejaron reaccionar durante 15 minutos en un mezclador (Eppendorf
Thermomixer, Alemania). A continuacion, las muestras se centrifugaron durante
5 minutos a 1000 rpm (Eppendorf MiniSpin Plus, Alemania) para diluir
posteriormente el sobrenadante en un buffer (50mM EDTA y 8M de Urea a pH
10). La absorbancia se midié en cubetas de cuarzo a 280 nm y los resultados se
expresaron en g de tirosina/ 100 g de proteina.

2.6. Perfil de aminoacidos

Para determinar el perfil de aminoacidos de las habas, se realizaron hidrdlisis
alcalina e hidrdlisis acida (Lee et al., 2022). Para la hidrolisis acida, se mezclé 0,2
g de la muestra con 10 mL HCI 6 M y se calenté a 110 °C durante 24 horas.
Posteriormente, la muestra se reconstituyé con HCL 20 mM. Para la hidrdlisis
alcalina, 0,2 g de muestra se mezclaron con 10 Ml de LiOH-H20 4.3 M a 120 °C
durante 16 horas. Ambos extractos se filtraron con un filtro de celulosa 0,2 um 'y
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se derivatizaron. La fraccion bioaccesible se filtr6 de manera similar y se llevaron
a derivatizar. La fase de derivatizacion se llevd a cabo empleando el kit comercial
Waters AccQ-Tag. Una vez las muestras estaban listas, se analizaron con un
HPLC Serie 1200 con detector de diodos (Agilent, Palo Alto, CA, EE. UU.). Para
cuantificar los compuestos identificados, se utilizd una curva de calibracion y los
resultados se expresaron en mg de aas libres / g en base seca.

2.7. Extension de la glicolisis

Para el anadlisis de los azucares reductores de las diferentes muestras sin
digerir se siguid la metodologia propuesta por (Sansano et al., 2015). Se prepar6
el reactivo DNS combinando acido 3,5-dinitrosalicilico con una concentracion de
10 g/L con 300 g de tartato de sodio y potasio tetrahidratado, y 16 g de NaOH.
Para obtener el extracto se mezclo y agitd vigorosamente 0,3 g de muestra con
2 mL de etanol al 80% y se dejo reposar 30 minutos. Finalmente, se centrifugé a
5000 xg durante 5 minutos dos veces y se mezclaron los sobrenadantes
obtenidos.

Se tomd 500 uL de la muestra y se combiné con 1 mL de DNS. La mezcla fue
calentada a 100 °C durante 5 minutos y se enfrié a temperatura ambiente. La
muestra se diluyé con 6 mL de agua destilada y se midi6 la absorbancia a 530
nm. Los resultados se expresaron en mg de azucar/ g de muestra en b.s.

En el caso de las muestras digeridas, 1 mL de fraccidn bioaccesible se mezcld
con 4 mL de etanol absoluto. Tras ello, 50 pyL de esta mezcla se afnadié a 250 uL
de la solucién enzimatica (1% de amiloglucosidasa + 1% de invertasa en buffer
de acetato, pH 5.2) y se incubd a 37 °C durante 10 minutos. Posteriormente se
anadid6 750 pL de DNS y se calentd 15 minutos a 100°C. Finalmente se
adicionaron 4 mL de agua fria desionizada y se midieron absorbancias a 530 nm.

La extension de glicolisis se calculd usando la ecuacion (1):

» o g de glucosa libre en la fraccién bioaccesible
Extension de glicblisis (%) = — - ——— X 100
g de almidon (equivalente de glucosa)en no digerido

2.8. Antioxidantes

El analisis de TPC, ABTS, DPPH, FRAP y taninos de la fase bioaccesible del
digerido tras la etapa intestinal se realizaron siguiendo las metodologias descritas
anteriormente (apartado 2.3.2) pero utilizando una alicuota del digerido en lugar
de los extractos.

2.9. Analisis de minerales

La determinacién de la cantidad de minerales (Fe, Ca y Mg) antes y después
de la digestion gastrointestinal se llevo a cabo mediante espectrometria de masas
con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). El extracto mineral se preparé



siguiendo el método descrito por (Barrera et al., 2009). Se tomé una muestra de
5 g para el alimento sin digerir y se extrajo una porcion de 3.5 mL de la fraccion
bioaccesible del alimento digerido. Las muestras se sometieron a incineracion a
550 °C durante 10 horas hasta obtener cenizas blancas. Estas cenizas blancas se
suspendieron en 1.5 mL de acido nitrico al 69% y 4 mL de agua bidestilada. Las
muestras diluidas se analizaron con el ICP-MS vy los resultados se expresaron en
mg /100 g en base seca.

2.10. Actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA ia (%))

Se determind el porcentaje de inhibicidn de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA ia) para las muestras antes y después de la digestion in vitro,
siguiendo la metodologia detallada por (Hernandez-Olivas, et al., 2022). En el
caso de las muestras no digeridas, se llevdo a cabo una extraccion proteica
(Sanchez-Garcia et al., 2023) y, para las muestras digeridas, la determinacion se
realizd en la fraccion bioaccesible.

El reactivo ECA (25 mU/mL) y el sustrato Hip-His-Leu (5 mM) se disolvieron
por separado en un tampdn de base Tris 0.15 M con NaCl 0.3 M, ajustando el pH
a 8.3. Se incluyeron tres controles: (i) 100 uL de ECA + 40 uL de agua destilada,
(i) 140 yL de agua destilada, y (iii) 100 pL de agua destilada + 40 pyL de
extracto/digestion de muestra, junto con las muestras (100 yL de ECA + 40 pL
de extracto/digestion de muestra). Posteriormente, se incubaron a 37 °C durante
5 minutos. Se agregaron 100 uL de sustrato a cada tubo y se continué el proceso
de incubacion durante 30 minutos a la misma temperatura. Luego, se detuvo la
reaccion agregando 150 pL de HCI 1 M, se anadieron 1 mL de acetato de etilo y
se mezclaron enérgicamente en un agitador vortex. Después de centrifugar las
muestras a 1200 g durante 10 minutos, se tomd 750 pL del sobrenadante y se
transfirid a tubos limpios. El acetato de etilo presente en el sobrenadante se
evapord mediante agitacion suave a 80 °C. El acido hipurico solido restante en
los tubos se disolvié en 1 mL de agua destilada y se registro la absorbancia a 228
nm. El resultado se calculé mediante la Ec. (2):

(¢ - D)}

donde A, B, C y D representan las absorbancias de ECA + agua destilada,
agua destilada, ECA + extracto/digestion de muestra y agua destilada +
extracto/digestion de muestra, respectivamente.



3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Estudio de los cambios en la composicion proximal del haba tras la
fermentacion.

La Tabla 1 recoge los resultados de caracterizacion de las muestras,
dénde el procesado parece no alterar significativamente la caracterizacion de las
habas, sin embargo, cambios significativos se encontraron tras la fermentacion.
El contenido final en biomasa fue de 73,67 mg de glucosamina/ g b.s, valor
superior a otras legumbres (Sanchez-Garcia et al., 2023). La presencia del hongo
aumenta la proteina total de 30,98 a 36,65 g /1009 b.s, (16%). Esto se debe a dos
motivos, el alto contenido proteico unicelular del hongo (17-42%) y su proceso
de fermentacién. En este proceso de fermentacion, el hongo emplea los
carbohidratos de las habas para su crecimiento (el contenido en carbohidratos
disminuye de 64,18 a 58,40 g /100g b.s). Estos carbohidratos pasaran a
convertirse en proteinas complejas, péptidos o incluso aminoacidos libres
(Adamovic et al., 1998). En otros casos como el estudio de la lenteja (Sanchez-
Garcia et al., 2023) se observa que este aumento no es tan pronunciado como
en la Vicia Faba L. El aumento interviene tanto en la construccion de tejidos y
fluidos, como en las funciones regulatorias y cataliticas, aporte de energia y
saciedad, desarrollo cognitivo y mantenimiento de un peso saludable
especialmente en nifos (De Vries-Ten Have et al., 2020).

En relacion al aumento del contenido proteico (Tabla 2) se observa un
aumento en el contenido de aminoacidos esenciales (25%) y aminoacidos no
esenciales (16%), ya que la fermentacion sdlida implica la bioconversion de
proteinas modificando la calidad proteica y el perfil de aminoacidos (Li, Cao, et
al., 2024). Respecto a los aminoacidos esenciales se observa un aumento en la
leucina, valina y metionina, responsables de la sintesis de proteinas musculares,
crecimiento muscular y reparacion y mantenimiento de tejidos, procesos
esenciales en el desarrollo infantil. Ademas, en referencia a los aminoacidos no
esenciales podemos observar un aumento en los niveles de glicina, importante
en la regulacion del sueno, del estrés y funcion cognitiva, alanina, encargada en
mantener los niveles de azucar en sangre correctos y sintesis de proteina y
tirosina, encargada de asegurar el desarrollo normal infantil (Hammarqvist et al.,
2010).

Respecto a los compuestos minoritarios, los minerales estudiados no
presentaron diferencias significativas entre ellos, sin embargo, el contenido en
cenizas si disminuyo6 significativamente, descenso debido al metabolismo
microbiano, pues los microorganismos utilizan diferentes minerales como materia
prima para su propio crecimiento y metabolismo. Por otro lado, en cuanto al
contenido en taninos se observa un descenso en el haba autoclavada y en el
haba fermentada. Uno de los procesos que sufre estas dos muestras es el



autoclavado, un proceso de altas temperaturas que provoca una eliminacion del
contenido de taninos debido a su caracteristica termolabil. El contenido tras la
fermentacion desciende aun mas debido a la presencia del hongo, el cual secreta
tanasas (Rousta et al., 2022), enzimas que hidroliza taninos.

Respecto al contenido total de compuestos fendlicos y su actividad
antioxidante observamos en la Tabla 1 como la fermentacion disminuye estos
parametros. En el caso del contenido total de fenoles (TPC), este descenso se
produce debido a la bajada de los taninos condensados, ya que son fenoles (mas
abundantes en las habas). En el caso de los antioxidantes, la secrecion de lacasas
(fenoloxidasas) por parte del hongo podrian catalizar reacciones que pueden
polimerizar, despolimerizar o transformar los compuestos fendlicos (Sinsabaugh,
2010). Situacion similar que ocurre en la fermentacion de legumbres con
Rhizopus oligosporus (Verni et al., 2019).

Tabla 1. Composicion proximal (g/100 g en base seca), biomasa (mg glicosamina/ g b.s)
contenido en minerales (mg/100g b.s) y contenido en fenoles, antioxidantes y taninos (mg CAE,
mg TE y mg catequin/100g b.s) de las muestras: Habas remojadas (HR), Habas autoclavadas (HA)
y Habas fermentadas (HF).

Habas Habas autoclavadas Habas fermentadas

M
uestras remojadas (HR) (HA) (HF)

Componentes mayoritarios

Humedad (g/100g b.s) 131,76 £+ 1,84 191,54 +1,70° 121,73 + 14,952
Proteina (9/100g b.s) 30,98 +1,312 30,41 £ 0,39° 36,65 + 0,70°
Grasa (g/100g b.s) 1,25+0,14° 1,61 £ 0,072 1,20 + 0,66°
Carbohidratos (g/100g b.s) 64,18 £ 1,62 ° 64,77 £ 0,50 @ 58,40 £ 0,94 @
Cenizas (9/100g b.s) 3,90 £ 0,022 3,54 £0,18° 282+0,17°
Biomasa (mg glicosamina /g i i 73,67 + 323
b.s)
Componentes minoritarios y capacidad antioxidante
Magnesio (mg/100g b.s) 163,53 £ 5,15° 171,56 £ 9,572 151,06 £ 5,742
Calcio (mg/100g b.s) 196,18 + 9,842 200 £ 5,65° 182,88 + 13,212
Hierro (mg/100g b.s) 4,08 +0,31° 4,26 +0,42° 3,57 £0,08°
TPC (mg CAE/ 100g b.s) 5,28 + 0,422 2,94 +0,09° 2,57 +0,14°
DPPH (mg TE/100g b.s) 7,14 £ 0,032 4,64 £0,14° 2,84 £0,13°
ABTS (mg TE/100g b.s) 7,84 +0,26° 3,13+0,17" 5,09 + 0,14°
FRAP (mg TE/100g b.s) 5,45+ 0,312 2,90+ 0,16° 1,42 + 0,14°
Taninos (mg catequin/100g 5 5 4 g 24 1,30 + 0,07° 0,97 £ 0,06°

b.s)

Los datos que han sido presentados son valores medios de triplicados. Letras minusculas diferentes indican
que hay diferencias entre los valores de las 3 muestras estudiadas con un nivel de significacion del 95%
(p<0,05).
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Tabla 2. Perfil de aminoacidos (mg/g en base seca) de las muestras sin digerir y digeridas: Habas remojadas (HR), Habas autoclavadas (HA) y Habas fermentadas

(HF).
Sin digerir Digeridas
Aminoacidos (mg AA libres/ Hat_;as Habas Habas Habas remojadas Habas Habas
g base seca) remojadas autoclavadas fermentadas (HF) (HR) autoclavadas fermentadas (HF)
(HR) (HA) (HA)
Acido aspértico 30+ 3° 27 + 12 39,1+0,5° 1,6 £ 0,22 2,08 £ 0,05° 34+0,3°
Serina 12+ 12 10,7 £ 0,3° 15+ 1° 6,2 £ 0,3° 6,85 £ 0,032 7,5+04°
Acido glutdmico 46 + 52 37 22 49+ 2° 4,8+ 0,72 5,9 +0,1%® 7,3+0,2°
Glicina 16+ 12 18,5+ 0,3 25+ 1° 3,7 £0,22 3,6 £ 0,22 3,5+0,22
Histidina 55+0,5° 4,8+0,3? 49+0,3° 8,0 £0,3? 8,4 + 0,42 7,6 £ 0,42
Arginina 27 £ 2° 20+ 1° 26 = 1° 19,2 £ 0,4° 18,9 £ 1,1° 11,5 £ 0,62
Treonina 8,1+0,4° 5,7+0,2° 9,1+0,6° 2,1+0,22 2,03 £ 0,08° 2,7+0,2°
Alanina 9,3+ 3° 74 +0,3% 11,9+ 0,8° 3,5+0,1° 3,5+0,1° 41+0,2°
Prolina 10,4 £ 1,52 9,3+0,2° 12,1+0,7° 1,40 + 0,032 1,35+ 0,032 1,56 £ 0,010
Cisteina 1,9+0,3°? 1,3+ 0,052 1,8+0,1° 0,74 £ 0,012 0,92 + 0,01° 1,04 + 0,03°
Tirosina 51+04° 4,6 +0,3? 6,5+0,3 8,2+0,5° 7,8+0,9° 4,1+0,22
Valina 10,5+1,1°2 8,9+0,7° 13,9+0,4° 4,6+ 0,22 4,7 £ 0,28 5,5+0,2°
Metionina 0,76 £ 0,032 0,70,1° 1,22 0,06° 0,80 = 0,03° 0,94 0,01°¢ 0,67 0,022
Lisina 16,2 £ 0,52 14,9+ 0,7° 19,8 £0,8° 13,1 £0,2° 13,6 £ 0,7° 9,5+ 0,6°
Isoleucina 8,6 +0,8° 7,0+0,7° 11,6 £0,2° 4,1+0,12 42 +0,12 4,6 +0,1°
Leucina 18,0+ 0,62 17,4 +£0,8°2 24 £ 1° 12,5 +£0,1° 12,4 £ 0,7° 7,3+0,1°
Fenilalanina 9,9+0,2° 9,7+0,5° 13,1+0,5° 7,7+0,2° 7,6 £0,6° 5,3+0,3°
Triptdfano 23+0,2° 24+0,1° 2,1+0,2° 2,17 £ 0,06° 2,42 £ 0,07¢ 0,15 £ 0,022
AAE 804> 72 + 42 100 £ 4° 55 £ 2° 56 + 3° 43 + 22
AANE 160 + 18° 136 £+ 6° 186 + 82 49 £ 3° 51+ 3° 44 + 22
AAE/AANE ratio 0,50 £ 0,082 0,52 + 0,052 0,53 £0,04°¢ 1,12 + 0,082 1,10 £ 0,112 0,98 + 0,092

Los datos que han sido presentados son valores medios de triplicados. Letras minusculas diferentes indican que hay diferencias entre los valores de las 3

muestras estudiadas con un nivel de significacion del 95% (p<0,05). AAE/AANE: Relacion entre aminoacidos esenciales y no esenciales.
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3.2 Efecto de la fermentacion de las habas sobre la digestibilidad de las
proteinas.

La protedlisis ocurre a lo largo de la digestién gastrointestinal, donde las
proteinas se hidrolizan en pequefios péptidos y aminoacidos libres que se
absorben posteriormente por el organismo. La digestibilidad de la proteina en los
tres tipos de haba se evalué mediante la prueba de proteina soluble en TCA,
correspondiente a pequefios péptidos y aminoacidos libres en la fraccidn
bioaccesible después de la etapa intestinal. Tal y como se muestra en la Figura
1, los resultados variaron entre 47,25 + 2,07 y 30,93 + 1,51 g de tirosina/100
gramos de proteina, siendo significativamente menor para el haba fermentada.
Los cambios que se producen tanto en la estructura primaria de las proteinas
(perfil de aminoacidos) como en la estructura secundaria (plegamiento de este
perfil de aminoacidos) debido a la fermentacion, podrian estar asociados a la
degradacion quimica debido al pH y a las enzimas digestivas, factores que
afectarian a su digestibilidad. En relacion con la estructura secundaria, como
estructura rigida, la lamina-f3 contiene un gran numero de enlaces hidrogeno que
dificulta la accion enzimatica sobre las proteinas (Li, Zhang, et al., 2024) En
nuestro caso, observamos aumentos en aminoacidos como la metinonia (60%),
sensible a formar enlaces disulfuro resistentes a las enzimas, por lo que, tras la
fermentacion, la digestibilidad de las proteinas disminuye.
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Figura 1. Proteina soluble en TCA (g tirosina/ 100g de proteina) de las fracciones bioaccesibles
de la digestion de las muestras estudiadas (HR, HA y HF)

g tirosina/100 g proteina

Por otra parte, el analisis del perfil de aminoacidos libres en la fraccion
bioaccesible del digerido tras la etapa intestinal (Tabla 2), nos muestra como la
relacion de aminoacidos esenciales (AAE)/aminoacidos no esenciales (AANE),
indicador clave de la calidad de las proteinas, alcanz6 valores cercanos a 1,
fluctuando entre 0,98 y 1,12, por lo que nos encontramos ante unos productos
con muy buena calidad proteica.

Las habas que han sido autoclavadas no han sufrido grandes cambios
remarcables sobre aquellas que han sido remojadas excepto por un ligero
aumento en cisteina y tirosina. Sin embargo, el digerido de las habas fermentadas
mostro una tendencia diferente. Se mostré una disminucién en el contenido de
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tirosina (50%), que interviene en la sintesis de hormonas tiroides, catecolaminas
y melanina y un aumento considerable en aminoacidos esenciales libres como la
treonina (29%), isoleucina (12%) y valina (19%), tres aminoacidos claves en el
desarrollo infantil (Paolo et al., 2017). La treonina se encarga junto al acido
aspartico de metabolizar grasas que se depositan en érganos como el higado
modulando la obesidad. Esto sugiere que los altos niveles de este aminoacido
podrian contribuir en el control del peso y la salud metabdlica. Por otro lado, la
isoleucina se encarga de regular el azucar en sangre y los niveles energéticos vy,
por ultimo, la valina ayuda a prevenir la descomposicion del musculo, ya que
suministra una cantidad extra de glucosa.

En resumen, el proceso de fermentacion de las habas reduce la
biodisponibilidad de ciertos aminoacidos, pero de manera simultanea, mejora la
liberacién de otros aminoacidos esenciales y no esenciales, lo que hace que las
habas fermentadas sean un componente dietético muy valioso, principalmente
para aquellos nifos que presentan problemas de sobrepeso.

3.3 Efecto de la fermentacion de las habas sobre la digestibilidad de los
carbohidratos.

La glicolisis es la via metabdlica central en la que los carbohidratos se
descomponen para producir energia, siendo un parametro importante en el
crecimiento y desarrollo adecuado de los nifios, sin embargo, también puede
afectar negativamente al aumento de la ganancia de peso. En este estudio, como
se ha comentado anteriormente, la presencia de Pleurotus ostreatus produce una
disminucion en los niveles de carbohidratos de las habas, pues el hongo
descompone los sustratos alimenticios en componentes mas simples como la
glucosa y otros azucares. En relacion con la digestibilidad, en la Figura 2
observamos una baja extension de la glicolisis (26%) en el haba solamente
remojada.
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Figura 2. Extension de la glicdlisis (%) de las muestras estudiadas: Habas remojadas (HR), Habas
autoclavadas (HA) y Habas fermentadas (HF).

Extension de la glicolisis
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Sin embargo, cuando el haba se somete al procesado del autoclavado, la
digestibilidad aumenta a un 54%, debido principalmente a que el proceso térmico
promueve la gelatinizacion/retrogradacion del almidon y la inactivacion de
inhibidores de enzimas favoreciendo su digestibilidad. A pesar de ello, cuando se
ingiere el haba fermentada la digestibilidad de los carbohidratos baja al 33%.
Zhang et al., (2016) explica como el proceso de fermentacion puede alterar las
ratios de almidon de rapida adsorcion, de lenta adsorcion y el almidon resistente,
pudiendo afectar asi su digestibilidad. Una digestion de los carbohidratos mas
lenta esta asociado a un indice glucémico mas bajo lo que esta asociado con un
menor riesgo de diabetes de tipo Il y obesidad.

3.4. Bioaccesibilidad de componentes minoritarios y capacidad antioxidante
de las habas.

Se evalud el contenido de fenoles totales (TPC) y los cambios en la
actividad antioxidante durante la digestion de las tres habas estudiadas y cuyos
resultados se recogen en la Tabla 3. Las habas son una buena fuente de
compuestos fendlicos, capaces de establecer interacciones con las proteinas
modificando asi su biodisponibilidad. En este estudio, se observa un aumento
considerable tanto en el haba remojada como el haba autoclavada (162 y 268%
respectivamente), esto puede atribuirse a dos factores: la accién de la pepsina
sobre las proteinas fomenta la liberacion de polifenoles solubles en agua y el pH
acido de la digestion fomenta la presencia de formas no disociadas de los
compuestos fendlicos al reducir interacciones ionicas, lo que facilita su
movimiento hacia la fase acuosa (Gallego et al., 2021). Sin embargo, en el haba
fermentada la bioaccesibilidad es del 70% dato del cual existen pocos estudios
actualmente. Algo similar ocurre con los antioxidantes, pues tras el autoclavado
encontramos una bioaccesibilidad entre 100 y 340% frente a 18-65% de las
habas fermentadas. En este caso, algunos autores atribuyen estos cambios a
diferencias en la digestion de proteinas, la liberacion de aminoacidos y la
hidrdlisis parcial y desprotonacion de los grupos hidroxilo de los fenoles totales
durante la digestion. Algunos aminoacidos como la histidina o el triptéfano se
correlacionan con una alta actividad antioxidante, los aminoacidos aromaticos
que presentan un anillo de pirrolidina también mostraron una alta capacidad
antioxidante (Zou et al., 2016). Estos aminoacidos se encontraron en menor
medida en la digestién de habas fermentadas.

Una correcta absorcion de los minerales en los primeros afnos de vida es
esencial para asegurar un crecimiento y salud optima en nifos. Es por ello por lo
que se analizo la bioaccesibilidad de calcio, hierro y magnesio, cuyos resultados
estan detallados en la Tabla 3. Podemos observar un descenso en la
bioaccesibilidad del calcio cuando el haba es fermentada con el hongo (del 79 al
27%), mientras que hay un aumento notable en la del magnesio (del 27 al 57%).
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Tabla 3. Contenido en minerales (mg/100g en base seca), y contenido en fenoles,
antioxidantes (mg CAE, mg TE/100g en base seca) de las muestras tras el proceso de digestion
in vitro: Habas remojadas (HR), Habas autoclavadas (HA) y Habas fermentadas (HF).

Habas remojadas Habas autoclavadas Habas fermentadas

Muestras (HR) (HA) (HF)
Contenido en minerales en la fraccion bioaccesible tras la etapa intestinal
45,53 + 1.48° 52,30 £ 1,267 82,89 + 3,68°
Magnesio (mg/100g b.s)
(27,63) (25,14) (57,87)
152,85 + 1,46 2 185,91 £ 23,232 43,36 + 5,47 °
Calcio (mg/100g b.s)
(79,48) (53,58) (27,18)
4,10+ 0,342 43,36 £ 5,47° 2,02+0,30°
Hierro (mg/100g b.s)
(101,29) (117,50) (56,69)
Fenoles totales y actividad antioxidante en la fraccion bioaccesible tras la etapa intestinal
8,35+0,422 7,88 +£0,19° 1,91 +0,18°
TPC (mg CAE/ 1009 b.s)
(162,56) (268,82) (73,09)
0,51 +£0,65° 943 +0,38° 1,710,442
DPPH (mg TE/100g b.s)
(7,14) (203,23) (60,21)
14,35+ 4,86 ° 10,72 £ 2,37 @ 0,92 £0,30°
ABTS (mg TE/100g b.s)
(183,04) (342,49) (18,08)
4,48 +0,12° 2,990,122 0,93 £0,10°
FRAP (mg TE/100g b.s)
(82,20) (103,10) (65,49)

Los datos que han sido presentados son valores medios de triplicados. Letras minusculas
diferentes indican que hay diferencias significativas entre las diferentes habas con un nivel de
significacion del 95% (p<0,05). Los valores entre paréntesis en contenido mineral y contenido
fendlico total representan la bioaccesibilidad (%).

El magnesio se relaciona con la regulacién de la seializacion de la insulina
y la captacion celular de la glucosa mediante la insulina, es decir, un déficit de
este, estaria relacionado con el desarrollo de diabetes mellitus tipo Il (Naseeb et
al., 2021). Por otro lado, la baja bioaccesibilidad del calcio favoreceria la
absorcién del magnesio, ya que ambos son competidores y un contenido elevado
de calcio reduce la absorcion intestinal del magnesio. En el caso del contenido
en Hierro, la fermentacion de las habas podria promover la sintesis de ferritina,
lo que hace que aumente la bioaccesibilidad del hierro (Chawla et al., 2017).
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3.5 Inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) de las
fracciones biodisponibles de haba obtenidas antes y tras la digestion in
vitro.

El riesgo de hipertension arterial en niflos es de 5 a 7 veces mayor que en
los niflos de la misma edad con un peso saludable. Las angiotensinas son un
conjunto de hormonas peptidicas que causan vasoconstriccion y un posterior
aumento de la presion arterial y son sintetizadas mediante la accion de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA). La inhibicién de la encima ECA es muy
importante en la reduccion de la presion arterial y, por lo tanto, ayuda a disminuir
las complicaciones de hipertension (Wuhl, 2019).

Segun los resultados obtenidos en la Figura 3 ni las muestras remojadas
ni esterilizadas en autoclave mostraron una capacidad inhibitoria significativa
(menos del 10%), sin embargo, la fermentacion aumento significativamente la
inhibicion de la ECA.
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Figura 3: Actividad inhibidora de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) (%) en
Habas remojadas (HR), Habas autoclavadas (HA) y Habas fermentadas (HF) antes y después de
la digestion in vitro.

Se observa un claro aumento tanto en la inhibicién de la ECA en las habas
fermentadas (34%) como en la fraccion bioaccesible del digerido de las habas
fermentadas (49%), lo que puede mejorar el control de la hipertensién y reducir
la probabilidad de desarrollar ciertas enfermedades cardiovasculares.
Numerosos estudios afirman que, la actividad inhibidora de ECA corresponde a
fracciones de proteinas y péptidos de bajo peso molecular. Ademas, el hongo
P.ostreatus junto a todos los hongos Pleurotus mostraron inhibicion de la ECA
debido a su alto contenido proteico (Abdullah et al., 2012).

4. CONCLUSIONES

La fermentacion en estado solido de las habas con P.ostreatus mejora
significativamente el valor nutricional de las habas aumentando el contenido en
proteina total, aminoacidos esenciales y reduciendo el contenido en
carbohidratos y taninos. Sin embargo, implica una reduccion del contenido total
de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. Este proceso también tiene
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un impacto positivo en la bioaccesibilidad de aminoacidos esenciales, como es
el caso de la treonina, isoleucina y valina, implicados en el desarrollo de nifios y
adolescentes. Ademas, la fermentacion de este sustrato aumenta la inhibicion de
la ECA. Por tanto, las habas fermentadas con Pleurotus ostreatus podrian jugar
un papel clave como ingrediente para el desarrollo de nuevos productos ricos en
proteinas enfocados a nifos y jévenes. No obstante, se requiere de mas estudios
que permitan optimizar el proceso y estudiar los aspectos tecnoldgicos para la
incorporacion de este nuevo ingrediente en distintas matrices alimentarias.
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