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Efecto del grado de hidrdlisis proteica sobre las propiedades nutricionales y
bioactivas de harinas de frijol negro hidrolizadas con extracto de subproductos de
la pina.

Resumen:

La hidrélisis enzimatica de las proteinas puede ser una alternativa para conseguir una
mejora en las propiedades nutricionales y bioactivas de las legumbres. Para ello, se suelen
utilizar enzimas puras como la bromelina, la cual es extraida de la pifia. Sin embargo, se
ha visto que extractos procedentes de sus subproductos también tienen una actividad
proteolitica significativa pudiendo ser una alternativa mas sostenible y asequible. El objetivo
del trabajo fue evaluar el efecto de la hidrdlisis proteica sobre las propiedades nutricionales
y bioactivas de harinas de frijol negro hidrolizadas con un extracto de la corona de la pifa
rico en bromelina. Para ello, se hidrolizaron harinas de frijol negro con un extracto acuoso
de la corona de la pifia y con una disolucion de bromelina comercial durante 2, 4 y 6 h
consiguiéndose grados de hidrdlisis del 5,2, 8,1 y 10,4 % y del 8,2, 13,8 y 14,8 %,
respectivamente. Se estudié como afectaba el tipo y grado de hidrdlisis, y el tiempo de
incubacién, en el contenido de antinutrientes (acido fitico, inhibidores de tripsina,
compuestos fendlicos totales y taninos), la digestibilidad proteica, la bioaccesibilidad del
hierro, la actividad antioxidante y la actividad quelante del hierro. Los resultados mostraron
que, a medida que aumentd el grado de hidrdlisis, aumentd el contenido en compuestos
fendlicos totales y taninos, pero practicamente no afectd al contenido de acido fitico e
inhibidores de tripsina. Sin embargo, el extracto de la corona de la pifia aumentd el
contenido de inhibidores de tripsina de las harinas. En general, la digestibilidad proteica
de las harinas, asi como la bioaccesibilidad del hierro no se vieron afectadas por el grado
de hidrdlisis. Por ultimo, la hidrdlisis mejoré la actividad antioxidante de las harinas, pero
no modificd la actividad quelante del hierro, aunque si se mostré una menor actividad
quelante en las harinas hidrolizadas con el extracto.
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Effect of protein hydrolysis degree on the nutritional and bioactive properties of
black bean flours hydrolyzed with pineapple by-product extract.

Abstract:

Enzymatic hydrolysis of proteins can be an alternative to achieve an improvement in the
nutritional and bioactive properties of pulses. Pure enzymes such as bromelain, which is
extracted from pineapple, are often used for this purpose. However, extracts from pineapple
by-products have also been shown to have significant proteolytic activity and may be a more
sustainable and affordable alternative. The aim of this work was to evaluate the effect of
protein hydrolysis on the nutritional and bioactive properties of black bean meals hydrolysed
with a bromelain-rich pineapple crown extract. For this purpose, black bean meals were
hydrolysed with an aqueous pineapple crown extract and a commercial bromelain solution
for 2, 4 and 6 h, achieving hydrolysis rates of 5.2, 8.1 and 10.4 % and 8.2, 13.8 and 14.8
%, respectively. The effect of the type and degree of hydrolysis and incubation time on anti-
nutrient content (phytic acid, trypsin inhibitors, total phenolic compounds and tannins),
protein digestibility, iron bioaccessibility, antioxidant activity and iron chelating activity was
studied. The results showed that as the degree of hydrolysis increased, the content of total
phenolic compounds and tannins increased, but practically did not affect the phytic acid and
trypsin inhibitor content. However, pineapple crown extract increased the trypsin inhibitor
content of the meals. In general, the protein digestibility of the meals as well as the
bioaccessibility of iron were not affected by the degree of hydrolysis. Finally, hydrolysis
improved the antioxidant activity of the flours, but did not modify the iron chelating activity,
although a lower chelating activity was shown in the flours hydrolysed with the extract.
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Relaciéon del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
de la agenda 2030 al Trabajo de Final de Grado

A. Indicar el grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS).

Alto | Medio | Bajo No
procede

ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructura X
ODS 10. Reduccién de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X
ODS 12. Produccién y consumo responsables X
ODS 13. Accion por el clima X
ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas X
ODS 17. Alianza para lograr objetivos X

B. Describir brevemente la alineacion del TFG con los ODS, marcados en la tabla
anterior, con un grado alto.

El presente TFG muestra una estrecha relacion con el ODS 2 (Hambre cero) debido a
que el estudio esta enfocado en un contexto rural para poner en valor el cultivo del frijol
negro y promover la reutilizacién de los subproductos de la pifa.

Asimismo, con dicho estudio se promueve el consumo de alimentos saludables,
alineandose de esta forma con el ODS 3 (Salud y bienestar). Esto se debe a que, a
través del procesamiento llevado a cabo y de una presentacion alternativa para el
consumo de frijol negro como es la harina, se pretende favorecer el consumo de
legumbres. Estas suponen un elemento esencial en la dieta por ser una fuente de
nutrientes ademas de ser una alternativa econémica a la proteina animal
proporcionando una proteina completa y asequible al combinarse con cereales.

Por otra parte, se contribuye al ODS 12 (Produccién y consumo responsables) pues al
promover el cultivo del frijol, realmente se promueve un cultivo local en el contexto rural
medioambientalmente sostenible y respetuoso. De igual forma se contribuye a la
economia circular a través de la revalorizacién de subproductos en el caso de la pifia.

Finalmente, el ODS 13 (Accion por el clima) también se tiene presente al considerar los
impactos negativos en el ambiente atribuido a los fertilizantes sintéticos, pues se reduce
la necesidad de su uso gracias a la capacidad de las legumbres de fijar el nitrégeno
atmosférico.



1. INTRODUCCION

1.1.Las legumbres y el caso particular del frijol negro

Las legumbres son una especie vegetal perteneciente a la familia Leguminosae, o
también conocida como Fabaceae (FAO, 2016). Se caracterizan por ser una fuente rica
de proteinas y aminoacidos esenciales siendo nutricionalmente muy completas cuando
se complementan con cereales. Esto se debe a que la proteina procedente de las
legumbres es deficiente en metionina y cisteina, pero rica en lisina, mientras que la de
los cereales son ricas en esos aminoacidos azufrados, pero tienen poca lisina,
consiguiendo de esta forma una complementariedad en cuanto a su contenido de
aminoacidos esenciales (Staniak et al., 2014). Asimismo, su composicion se caracteriza
por su aporte de hidratos de carbono complejos, micronutrientes, fibra alimentaria, y su
bajo contenido en grasas (Amoah et al., 2023). No obstante, en general, las proteinas
de las legumbres son menos digestibles que las proteinas animales debido a su
estructura y su contenido en antinutrientes, como los inhibidores de tripsina, los taninos
o el acido fitico (Bessada et al., 2019), que dificultan o impiden la absorcion de los
nutrientes.

Por su especial valor nutricional, el consumo de legumbres se asocia a numerosas
propiedades beneficiosas para la salud (Ofuya y Akhidue, 2005). Por ejemplo,
contribuyen a la prevencion y/o tratamiento de enfermedades no contagiosas como la
diabetes, la obesidad, las enfermedades cardiovasculares y el cancer (Vergara-
Castarieda et al., 2013).

Asimismo, parte de sus propiedades beneficiosas se deben a la generacién de péptidos
bioactivos de pequeno tamafio durante la hidrélisis de las proteinas (Moayedi et al.,
2018) producida durante la digestion gastrointestinal (Hajfathalian et al., 2018). De esta
forma, dichos péptidos bioactivos pueden ejercer alguna funcion especifica como, por
ejemplo, actividad antioxidante y/o actividad quelante que dependera de su tamano y la
composicion y secuencia de los aminoacidos (Arnal Salinas, 2020).

En cuanto al consumo de legumbres en Espafia, tal y como expone el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion en el Informe del consumo de alimentacion en Esparia
(MAPA, 2022), en 2022 se consumieron un total de 154372,58 toneladas de legumbres,
siendo el consumo per capita de 3,34 kg (MAPA, 2022).

Por otra parte, en cuanto a la produccion, a escala mundial casi se alcanzaron los 89
millones de toneladas métricas en 2021, suponiendo una disminucién aproximada de un
millén de toneladas respecto al afo 2020, pero aumentd en un 20 % en comparacion
con la produccién de 2010 (FAO, 2023). En este aspecto, se destaca que el 60 % de
dicha produccion mundial corresponde a la produccion de judias secas, resaltando India,
Brasil, EEUU, China y México como principales productores (MAPA, 2021).

De esta forma, concretamente se destaca México por su estrecha relaciéon con los
frijoles, pues a parte de resultar un producto estratégico a nivel econémico con una
produccién anual de mas de 100 mil toneladas, también resulta ser esencial por
contribuir a la identidad nacional al percibirse como un componente fundamental en la
dieta basica de México por la tradicion de su cultivo desde hace 8000 afios en las
culturas indigenas (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural del Gobierno de México,
2020). Durante su domesticacion surgieron un gran numero de variedades como por
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ejemplo el frijol negro, que se emplea especialmente en la cocina mexicana (FAO, 2016)
y aporta un contenido importante en proteina (Graham y Ranalli, 1997). Ademas,
aportan minerales vy fibra, aunque también se valoran positivamente por ser ricas en
algunas vitaminas (Celmeli et al., 2018). En las Tablas 1, 2 y 3 se especifica su
composicién completa en cuanto al contenido en macronutrientes, minerales y vitaminas
(Moreiras et al., 2013).

Tabla 1. Composicion nutricional de macronutrientes del frijol negro

Paue ) Energia Proteinas S () Hidratos de Ellit:rzintaria
guatg (kcal) (9) 9 carbono (g) @)
1,7 364 22,7 1,6 55,6 18,4
Fuente: Tablas de composicion de alimentos (Moreiras et al., 2023)
Tabla 2. Composicion nutricional de minerales del frijol negro
Calcio Hierro Magnesio | Zinc Sodio Potasio | Fosforo | Selenio
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (H9)
134 71 138 2,6 8 1464 415 -
Fuente: Tablas de composicidn de alimentos (Moreiras et al., 2023)
Tabla 3. Composicion nutricional de vitaminas del frijol negro
. . Eq de|.. . VitA:-Eg .
Vit B1|Vit B2| . . Vit B6 | Folato Vit C | de Vit E
Niacina .
(mg) (mg) (mg) (H9) (mg) retinol | (mg)
(mg) (
Hg)
0,47 0,15 2,09 0,53 463 1 0 -

Fuente: Tablas de composicion de alimentos (Moreiras et al., 2023)

1.2. Harina de legumbres

Tal y como destaca la FAO (2016), existe actualmente una doble problematica
nutricional, pues existe el desafio de alcanzar un equilibrio nutricional considerando los
casos de sobreconsumo, que afectan a una tendencia creciente de obesidad, y el
creciente numero de personas que sufren carencias alimenticias debido al hambre
cronica. Ante esta situacion, se considera a las legumbres la solucion de ambos
problemas expuestos por su papel esencial en una dieta saludable (FAO, 2016).

A pesar de las beneficiosas caracteristicas nutricionales de las legumbres, en la
sociedad espafola existe una tendencia decreciente en el consumo en los hogares, tal
y como se registra en el Panel de Consumo de Alimentos (PCA) y la Encuesta Nacional
de Nutricion y Alimentacion (ENNA) debido posiblemente a un progresivo abandono de
alimentos basicos en la evolucion de los habitos alimentarios de la poblacion espafiola
(Enjamio Perales et al., 2017). De esta forma, se plantea la harina de legumbres como
una alternativa a su forma habitual de consumo proporcionando facilidad de consumo y
una diversificacion de la presentacion de dicha materia prima con la finalidad de
favorecer y estimular el posicionamiento de dicho alimento en la dieta.



Para obtener la harina, las legumbres se limpian, se clasifican y se secan para reducir
la humedad hasta el nivel requerido (Campos-Vega et al., 2018). A continuacién, estas
se pueden moler directamente y tamizar, o se pueden realizar algunos pretratamientos
para mejorar sus propiedades nutricionales, funcionales y/u organolépticas. Por
ejemplo, el remojo es uno de los mas utilizados ya que reduce el contenido de algunos
antinutrientes y ademas reduce el tiempo de coccion (Arnal et al., 2023). Otro de los
mas comunes es la coccidn ya que consigue desnaturalizar parte de los antinutrientes
de naturaleza proteica, aumenta la digestibilidad de las proteinas y el almidoén, y produce
cambios en algunas de las propiedades fisicoquimicas y/o tecno-funcionales (Arnal et
al., 2023). En este sentido, la hidrolisis enzimatica de las proteinas de las legumbres se
presenta como una alternativa para mejorar las propiedades nutricionales y tecno-
funcionales (Mookerjee y Tanaka, 2023; Gouseti et al., 2023).

1.3.La hidrélisis enzimatica como alternativa para mejorar la calidad
nutricional de las proteinas de legumbres

En la industria alimentaria se utiliza ampliamente el proceso de la hidrolisis (Wang et al.,
2011). Concretamente para la hidrdlisis de proteinas destaca la hidrolisis acida, la cual
se basa en una hidrdlisis quimica, y la hidrélisis enzimatica (Sun, 2011). A partir de
ciertos estudios, se considera que la hidrélisis acida permite obtener mayor grado de
hidrdlisis de la proteina en un tiempo mas corto (Wisuthiphaet et al., 2015), mientras que
la hidrdlisis enzimatica supone una hidrolisis mas segura y controlada, a través de
reacciones mas especificas consiguiendo de esta forma un producto mas uniforme (Sun,
2011; Campbell et al., 1996). Y aunque la hidrdlisis enzimatica presenta dificultades en
la cinética (Paquot y Thonart, 1986), la hidrdlisis acida genera productos secundarios
téxicos como clorhidrinas (Sun, 2011). Es por dicho motivo que el método mas apropiado
depende del caso, considerando en cada situacién el sustrato y los productos a
conseguir (Paquot y Thonart, 1986), pues, entre ambas hidrdlisis, existe una diferencia
significativa en la selectividad del producto (Wang et al., 2011).

La hidrdlisis enzimatica de las proteinas tiene muchos efectos debido a las roturas de
los enlaces, produciendo de esta forma unos cambios en las caracteristicas de la
proteina (Benitez et al., 2008). Por una parte, la hidrdlisis afecta a diversas propiedades
moleculares que se ven alteradas y, como consecuencia, afecta a las propiedades
funcionales (Benitez et al., 2008). Estas pueden ser del tipo tecno-funcionales y del tipo
bio-funcionales, clasificandose estas ultimas segun si se enfocan en propiedades
nutricionales, como seria la digestibilidad, o en fisiolégicas, como la bioactividad o la
biodisponibilidad (Benitez et al., 2008).

A pesar del gran potencial nutricional que tienen las legumbres, existen diferentes
factores propios de las legumbres como su baja digestibilidad proteica o la presencia de
compuestos antinutricionales que limitan los beneficios de consumo (R. Y. Khattab et al.,
2009). Es por este motivo que existen numerosos estudios con la finalidad de evaluar la
posibilidad de mejorar su calidad nutricional mediante el procesado de las legumbres
(el-Adawy et al., 2000; Avilés-Gaxiola et al., 2018; Drulyte y Orlien, 2019). De esta
forma, existe una numerosa gama de productos diferentes provenientes de dicha
materia prima a partir de una gran variedad de pretratamientos que mejoran las



caracteristicas consiguiendo un aporte beneficioso en la salud de los consumidores
(Campos-Vega et al., 2018).

Asimismo, el efecto de la hidrélisis enzimatica depende del grado de hidrdlisis
alcanzado, diferenciandose una hidrdlisis limitada, con un menor grado de hidrdlisis, de
una hidrdlisis extensiva, empleando un umbral del 10 % (Gouseti et al., 2023). De esta
forma, con una hidrélisis extensiva se obtienen péptidos pequefios solubles pero con
una pérdida de estructura provocando consecuentemente propiedades funcionales
limitadas; mientras que con una hidrdlisis limitada se consigue una mejora en factores
nutricionales como la digestibilidad proteica in vitro corregida con la puntuacién de
aminodacidos, una mejora en propiedades funcionales como la actividad emulsionante,
y una reduccién de factores antinutricionales como el acido fitico o los inhibidores de
tripsina (Mookerjee y Tanaka, 2023).

Finalmente, el efecto de la hidrdlisis enzimatica en las proteinas ha sido estudiada por
numerosos autores. Como ejemplos, Zheng et al. (2020) hidrolizaron proteina de frijol
mungo con ficina y bromelina y aumentoé la actividad eliminadora de radicales DPPH,
relacionado con la capacidad antioxidante, y la actividad quelante de iones metalicos.
Asimismo, Konieczny et al. (2020) hidrolizaron proteina de guisante con ftripsina,
savinasa y papaina disminuyendo el contenido en taninos y fenoles, y la actividad de los
inhibidores de tripsina y quimotripsina.

1.4. Enzimas proteoliticas, la bromelina

El tratamiento enzimatico basado en enzimas proteoliticas provoca la hidrélisis
enzimatica de las proteinas responsable de un cambio en su estructura con la
consecuente variacion de las caracteristicas y propiedades de ésta (Hartley, 1960).

La utilizacibn de enzimas en la industria alimentaria tiene un amplio numero de
aplicaciones y estas pueden ser de origen animal, microbiano o vegetal. Entre las
enzimas con origen animal se encuentran la tripsina y la pepsina (Gustavo et al., 2022).
En cuanto a las enzimas microbianas, las cuales presentan diversas ventajas como la
facilidad de cultivo, eficiencia y estabilidad (Mehta y Sehgal, 2019), se puede destacar
la alcalasa (Gustavo et al., 2022). Finalmente, se encuentran las enzimas de origen
vegetal en la que se puede encontrar la papaina, usualmente obtenida de la papaya
(Carica papaya) y con diversas aplicaciones en la industria carnica, la industria lactea,
cervecera y panadera (Fernandez-Lucas et al., 2017), y la bromelina, una cisteina
proteasa obtenida especialmente a partir de la pifia (Arshad et al., 2014). Comparando
las enzimas, destacan las enzimas obtenidas de vegetales debido al bajo coste de
produccion pudiendo por este motivo ser conveniente su aplicacion, tal y como se
declara en el estudio de (David Troncoso et al., 2022).

Concretamente, al considerar la pifia, en su extracto crudo se encuentran varias
proteasas, siendo la mas activa y frecuente la bromelina y, posteriormente, la ananaina
(Tacias-Pascacio et al., 2023). Es por este motivo por el que el término general
“Bromelina” puede describir el extracto crudo con actividad proteasa obtenido de las
hojas, cascara, tallo o fruto de plantas de la familia Bromeliaceae (Pang et al., 2020),
dependiendo la actividad hidrolitica del érgano de la planta empleado (Kaur et al., 2015),
teniendo el tallo de la pifia mayor actividad enzimatica (Gautam et al., 2010). A partir de

4



dicho origen, se plantea la posibilidad de obtener la bromelina de los desechos de la
pifia consiguiendo, de esta forma, promover la conversion de desechos alimentarios en
subproductos, siendo de interés éstos por ser una alternativa sostenible a través de
estrategias de purificacion.

1.5. Contextualizacion del trabajo

El trabajo estda enmarcado dentro del proyecto “Desarrollo sostenible de harinas
mejoradas de frijol negro (Phaseolus vulgaris) de la region de las Altas Montafias del
Estado de Veracruz, México” financiado por el programa ADSIDEO del Centro de
Cooperacion y Desarrollo de la Universitat Politécnica de Valéncia. Dicho programa tiene
como objetivo fomentar la investigacion en tematicas relevantes para el desarrollo
humano y cooperacion internacional al desarrollo, con el fin de abordar disparidades en
los paises mas desfavorecidos.

El objetivo principal del proyecto es la obtencion de un producto basado en harina de
frijol negro con propiedades nutritivas mejoradas mediante el empleo de la enzima
bromelina, obtenida de forma sostenible a partir de residuos agroindustriales de la pifia,
y enfocado a contribuir a la mejora de la calidad de vida de sus habitantes con un gran
impacto en la nutricion de las comunidades rurales. Asimismo, también tiene como
objetivo contribuir de manera significativa con los objetivos de desarrollo sostenible
(ODS) en la region de las Altas Montafias de Veracruz, México.

Promover el cultivo del frijol negro y la reutilizacién de los subproductos de la pifia en
areas rurales contribuira a los ODS 1 (reduccion de la pobreza) y ODS 2 (hambre cero)
mediante el fortalecimiento agricola. Ademas, se fomentara el consumo de alimentos
saludables, ya que las legumbres son ricas en nutrientes y son una excelente fuente de
proteina mucho mas econdmica que la proteina de origen animal, ya que, combinadas
con cereales, proporcionan una proteina completa y accesible, apoyando el ODS 3
(salud y bienestar). El desarrollo agricola beneficiara a pequenos agricultores, mujeres,
nifos y jévenes, impulsando el ODS 5 (igualdad de género) y el ODS 8 (trabajo digno y
crecimiento econémico). El cultivo del frijol, cultivo respetuoso con el medio ambiente, y
el uso de subproductos de la pifia, se alinean con el ODS 12 (consumo y produccion
sostenibles). Por ultimo, las legumbres fijan el nitrdgeno atmosférico, reduciendo la
necesidad de fertilizantes sintéticos, lo que contribuye al ODS 13 (accién por el clima) y
ODS 15 (vida de ecosistemas terrestres).



2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO
2.1. Objetivo general

El objetivo general del trabajo fue evaluar el efecto de la hidrdlisis proteica sobre las
propiedades nutricionales y bioactivas de harinas de frijol hidrolizadas con un extracto
de la corona de la pifia rico en bromelina.

2.2. Objetivos especificos

Para alcanzar este objetivo general, se abordaron diferentes objetivos especificos:

Evaluar el efecto del grado de hidrdlisis proteica sobre el contenido en
antinutrientes.

Evaluar el efecto del grado de hidrdlisis proteica sobre la digestibilidad proteica
de las harinas.

Evaluar el efecto del grado de hidrdlisis proteica sobre la bioaccesibilidad del
hierro de las harinas.

Evaluar el efecto del grado de hidrolisis proteica sobre la actividad antioxidante
y quelante de hierro de las harinas.

Comparar los resultados obtenidos a partir del extracto rico en bromelina de la
corona de la pifia con la utilizacién de bromelina comercial con la misma
actividad enzimatica.

2.3. Plan de trabajo

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

Obtencidn del extracto de bromelina a partir de la corona de las pifias y medida
de su actividad enzimatica.

Obtencién de las harinas hidrolizadas de frijol negro con el extracto rico en
bromelina a partir de la corona de la pifa.

Obtencién de las harinas hidrolizadas de frijol negro con bromelina comercial con
la misma actividad enzimatica que el extracto.

Obtencidn de las harinas de frijol negro control.

Determinacion del grado de hidrdlisis proteica de las harinas hidrolizadas de frijol
negro.

Determinacién del contenido en antinutrientes de las harinas de frijol negro
control e hidrolizadas: acido fitico, inhibidores tripsina, compuestos fendlicos
totales, y taninos.

Determinacién de la digestibilidad proteica de las harinas de frijol negro control
e hidrolizadas.

Determinacion de la bioaccesibilidad del hierro de las harinas de frijol negro
control e hidrolizadas.

Determinacion de la actividad antioxidante de las harinas de frijol negro control
e hidrolizadas.

Determinacién de la actividad quelante del hierro de las harinas de frijol negro
control e hidrolizadas.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Materias primas y reactivos

Para la elaboracién de la harina se emplearon frijoles negros (Phaseolus vulgaris) de
origen mexicano adquiridos en una tienda online. Estas harinas se hidrolizaron con un
extracto rico en bromelina procedente de coronas de pifias (Ananas comosus)
adquiridas en el supermercado Alcampo (Alboraya, Valencia, Espana) y con una
disolucion de bromelina 2000 de Cygyc Biocon, S.L. (Les Franqueses del Vallés,
Barcelona, Espafa).

Para la digestion gastrointestinal in vitro se empled a-amilasa pancreatica porcina,
pancreatina de pancreas bovino, pepsina de mucosa gastrica porcina y extracto de bilis
bovino de Sigma Aldrich, Co. (St Louis, MO, USA); y cloruro de potasio, cloruro de sodio,
cloruro de calcio dihidratado, cloruro de magnesio hexahidratado, fosfato monopotasico,
bicarbonato de sodio y carbonato de amonio de Scharlau Chemie, S.A. (Sentmenat,
Barcelona, Espafia).

Los reactivos utilizados para las distintas determinaciones fueron los siguientes: acido
5-sulfosalicilico dihidratado, carbonato de sodio, acido tanico, acido fitico, N-benzoil-
arginina-p-nitroanilida (BAPNA), tripsina de pancreas bovino, acido
trinitrobencenosulfénico (TNBS), L-leucina, dodecilsulfato sddico (SDS), fosfato disédico
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), hidroxitolueno butilado (BHT), persulfato de potasio,
sal de diamonio del acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS),
cloruro ferroso tetrahidratado, sal monosddica hidratada del acido 3-(2-Piridil)-5,6-
difenil-1,2,4-triazina-p,p'-disulfénico (FerroZine) y acido etilenodiaminotetraacético sal
sédica dihidratada (EDTA) de Sigma-Aldrich, Co. (St Louis, MO, USA);
tris(hidroximetil)aminometano, dimetilsulfoxido (DMSO), fosfato de sodio, acido galico,
acido ascorbico y acido tricloroacético (TCA) de Scharlau Chemie, S.A. (Sentmenat,
Barcelona, Espania); ferrocianuro de potasio y cloruro férrico de MP Biomedicals (lllkirch,
France); y el reactivo de Folin-Ciocalteau de PanReac AppliChem (Castellar del Vallés,
Barcelona, Espafia). El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

3.2.0btencion del extracto rico en bromelina

Para la obtencion del extracto acuoso rico en bromelina se utilizé la corona de la pifia.
Para ello, se cortd la corona en trozos de dimensién pequena y se mezclaron en
proporcion 1:1 (g/mL) con agua fria. La mezcla se homogenizé en un Stomacher
(BagMixer 400, Interscience, France) durante 10 min separados por un periodo de
enfriamiento de 5 min para evitar el sobrecalentamiento de la mezcla y mantener la
estabilidad de la enzima. Una vez finalizada la homogenizacion, se tomo la fraccion
liquida de la mezcla y se centrifugd a 8000 g, 4 °C durante 20 min. Finalmente, se
recogié el sobrenadante, lo que seria el extracto acuoso, y se midid su actividad
enzimatica la cual fue de 9.8 U/mL.



3.3.0btencion de las harinas hidrolizadas de frijol negro

Para la obtencién de las harinas hidrolizadas de frijol negro, se mezclé la harina de frijol
negro con el extracto acuoso de la corona de pifia o la disolucion de bromelina comercial
con la misma actividad enzimatica en una proporcion 1:3 (g:mL). Posteriormente, se
incubaron las muestras durante 2, 4 y 6 h a 37 °C con agitaciéon. Paralelamente, se
realizé el mismo proceso con agua para la obtencion de las harinas control. Tras el
periodo de incubacién, se inactivé la enzima en un bafo a 95°C durante 1 h. Finalmente,
las harinas se liofilizaron y molieron.

3.4.Determinaciéon del grado de hidrélisis proteica de las harinas
hidrolizadas de frijol negro

El grado de hidrdlisis proteica (GH) es la proporcién de enlaces peptidicos que se han
hidrolizado, es decir, los enlaces peptidicos que se han roto durante la hidrolisis
(Rutherfurd, 2010). Por una parte, se determinaron el nimero total de enlaces peptidicos
y, por otra, el numero de enlaces peptidicos hidrolizados.

Para dicho fin, se determinaron los grupos aminos libres en ambos casos y, a
continuacion, procedio al calculo del GH expresado en porcentaje mediante la Ecuacién
1.

GH (%) = -~ % 100 1)

heot—ho
Donde h, hg y hwt representan la concentracion de grupos amino libres en los
hidrolizados, antes de la hidrélisis y tras la hidrélisis completa de la muestra,

respectivamente.
3.4.1. Determinacion del numero total de enlaces peptidicos

Se realizé una hidrdlisis total con acido para la determinacion del nimero total de
enlaces peptidicos. Para ello, se mezclaron 0,1 g de harina de frijol negro con 2,5 mL
de HCI6 My seincubd a 100 °C durante 24 horas. Transcurrido dicho tiempo, se sacaron
de la estufa y se enfriaron. Posteriormente, se centrifugd a 10000 g, 20 °C durante 10
min y se recupero el sobrenadante al que se le determinaron los grupos aminos libres
empleando el método del TNBS.

3.4.2. Determinacion de enlaces peptidicos hidrolizados

Para determinar el numero de enlaces peptidicos hidrolizados se prepararon
suspensiones de harina de frijol negro en agua bidestilada al 1% (p/p). Dichas
suspensiones se agitaron durante 5 h en un agitador Intell-MixerTM RM-2 (ELMI Ltd.,
Riga, Letonia). Posteriormente, las muestras se centrifugaron y se determinaron en los
sobrenadantes los grupos amino libres mediante el método del TNBS.

3.4.3. Método del TNBS

Para determinar el contenido de grupos amino libres se utilizé el método del TNBS
descrito por Adler-Nissen (1979). Para ello, se tomaron 40 pL de muestra, y se afadieron
320 yL de TNBS al 0,1 % (v/v) y 320 uL de tampodn fosfato de sodio 0,2 M con un pH de
8,2. A continuacién, las muestras se agitaron y se incubaron durante 1 h a una
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temperatura de 50 °C. Tras la incubacién, se adicionaron 640 uL de HCI 0,1 N y se dejé
reposar a temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido el tiempo, se realizé la
lectura de la absorbancia a 340 nm con un espectrofotémetro (VANTAstar, BMG
Labtech, Ortenberg, Alemania). Los resultados se expresaron como mg de L-leucina/g
muestra seca, los cuales fueron calculados a partir de una recta patréon de L-leucina (1-
5 mM).

3.5.Determinacion del contenido de antinutrientes en las harinas
hidrolizadas de frijol negro

Para la determinacion del contenido de antinutrientes en las harinas hidrolizadas de frijol
negro, se evaluaron en concreto el contenido de los siguientes compuestos: acido fitico,
inhibidores de tripsina, compuestos fendlicos totales y taninos. En todos los casos, la
extraccién de las muestras se realizé por duplicado y la determinacion por triplicado.

3.5.1. Acido fitico

La determinacién del contenido en acido fitico (AF) se realizé segun el método descrito
por Embaby (2010) con algunas modificaciones. Para la extraccion, en tubos de 15 mL
se anadieron 2,5 mL de HCI (2,4%) a 0,1 g de harina, y se agitaron en un agitador Intelli-
Mixer™ RM-2 (ELMI Ltd., Riga, Letonia) a 40 rpm durante 1 h a temperatura ambiente.
Seguidamente, se centrifugaron las muestras a 6000 g durante 10 min a una
temperatura de 4 °C. A continuacion, se recuperd el sobrenadante y se tomé una alicuota
de 0,75 mL a la que se le anadieron 0,25 mL de reactivo de Wade (0,03 % FeCls-6H.0O
+ 0,3 % acido sulfosalicilico en agua). Dicha mezcla se centrifugé a 7000 g durante 10
min y el sobrenadante se recogidé para medir su absorbancia a 500 nm (VANTAstar, BMG
Labtech, Ortenberg, Alemania). Finalmente, los resultados fueron expresados en mg
AF/g muestra.

3.5.2. Inhibidores de tripsina

El contenido en inhibidores de tripsina (IT) se determiné utilizando el método descrito
por Ma et al. (2011) con algunas modificaciones. La extraccion se realizé en tubos de
15 mL anadiendo 0,2 g de harina de frijol negro y 10 mL de NaOH 0,008 N. A
continuacion, se llevé a cabo una agitacion durante 3 h y se controlé que el pH de los
extractos estuviera entre 8,4 y 10. Tras dicha agitacion, se centrifugaron los tubos a
8000 g durante 10 min y, seguidamente, se recogié el sobrenadante. Para la
determinacion del contenido en IT se utilizé el BAPNA como sustrato. Para su
preparacion se disolvieron 40 mg de BAPNA en 1 mL de DMSO vy se diluy6 hasta 100
mL con tampén Tris 0,05 M, pH 8,2 precalentado a 37 °C. Paralelamente, se preparo la
solucion estandar de tripsina disolviendo 10 mg de tripsina en 0,5 L de HCI 1 mM.
Posteriormente, para la determinacion del contenido en IT se prepararon las diferentes
muestras: un blanco (B) con 0,4 mL de agua bidestilada; un estandar (E) con 0,4 mL de
disolucion estandar de tripsina y 0,4 mL de agua bidestilada; un blanco de muestra (BM)
con 0,2 mL de muestra y 0,2 mL de agua bidestilada; y la muestra (M) con 0,2 mL de
muestra, 0,4 mL soluciéon estandar de ftripsina y 0,2 mL de agua bidestilada. A
continuacion, se precalentaron en un bafio a 37 °C durante 10 min. Tras dicho tiempo
de incubacion, se les afiadié 1 mL de sustrato BAPNA (calentado previamente a 37 °C)



y se volvieron a introducir en dicho bafio durante otros 10 min. Por ultimo, se afiadieron
a todas las muestras 0,2 mL de acido aceético al 30 % (v/v), y, adicionalmente, al blanco
y al blanco de la muestra se les anadieron 0,4 mL de solucidn estandar de tripsina. Se
centrifugaron los tubos a 8000 g durante 10 min, se tomaron los sobrenadantes y se
procedio a la lectura de la absorbancia a 410 nm (VANTAstar, BMG Labtech, Ortenberg,
Alemania). Finalmente, los resultados se expresaron como mg IT/g muestra y se
calcularon siguiendo la Ecuacién 2.

[(Ag—AB)—(AM—ABM)]XDXVE (2)

mg IT /g muestra =
91T/g 0,019xgx1000xV

Siendo Ag, Ag, Awm, Y Asw la absorbancia del E, del B, de la M, y del BM, respectivamente;
Ve y Vm el volumen de extraccion y el de muestra utilizado en el ensayo,
respectivamente; y D el factor de la dilucién, y g los gramos de la muestra.

3.5.3. Compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos totales (CFT) fueron determinados siguiendo el método
descrito por Teixeira-Guedes et al. (2019). Para la extraccion de dichos compuestos, en
tubos de 15 mL se anadieron 0,2 g de harina de frijol negro y 2 mL de metanol:agua
(80:20, v/v). Posteriormente, los tubos se agitaron en oscuridad a 40 rpm durante 24 h.
Tras dicha agitacién, los tubos se centrifugaron a 8000 g durante 10 min. A continuacion,
se recogio el sobrenadante y se tomaron 20 uL, a los cuales se afadieron 100 uL de
reactivo de Folin-Ciocateu al 10 % (v/v) y 80 pL de carbonato de sodio al 7,5%, todo ello
en una microplaca de 96 pocillos. La mezcla se incubé a 42 °C durante 30 min vy,
transcurrido dicho tiempo, con un lector de microplacas (VANTAstar, BMG Labtech,
Ortenberg, Alemania), se leyo6 la absorbancia a 765 nm. Finalmente, los resultados se
expresaron en mg acido galico/g muestra.

3.5.4. Taninos

Para la determinacién de los taninos (TA) se utilizé el método estandarizado por la AOAC
(Embaby, 2010). En tubos de 15 mL se realizé la extraccion de los TA afiadiendo 10 mL
de acetona al 70 % a 0,2 g de harina de frijol negro. A continuacion, dichos tubos se
agitaron durante 24 h en oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se
centrifugaron durante 20 min a 3000 g y se recogi6 el sobrenadante. Posteriormente, se
tomé una alicuota de 0,1 mL de sobrenadante a la que se le afiadieron 0,1 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteau,1,6 mL de agua bidestilada y 0,2 mL de carbonato de sodio
al 20 %, y se incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Tras la incubacioén, se
efectud la lectura de la absorbancia a 760 nm (VANTAstar, BMG Labtech, Ortenberg,
Alemania). Finalmente, los resultados se expresaron en mg acido tanico/g muestra.

3.6.Determinacién de la digestibilidad proteica de las harinas hidrolizadas
de frijol negro

La digestibilidad proteica in vitro se determind midiendo el GH durante la digestion
gastrointestinal tal y como describe Purwandari et al. (2023). Para ello, se simuld la
digestion gastrointestinal siguiendo el protocolo estandarizado INFOGEST (Brodkorb et
al., 2019; Minekus et al., 2014) y se midieron los grupos amino libres con el método del
TNBS descrito en el punto 3.4.3. Finalmente, se calcul6 el GH tal y como se muestra en
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la Ecuacion 1 pero en este caso h era la concentracién de grupos amino libres tras la
DGl y hg la concentracion de grupos amino libres antes de la DGI.

3.6.1. Digestion gastrointestinal in vitro

La simulacion de la digestidon gastrointestinal in vitro (DGI) de las harinas de frijol negro
se llevo a cabo por duplicado tal y como se especifica en el protocolo estandarizado
INFOGEST (Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014).

En primer lugar, siguiendo el protocolo de Minekus et al. (2014), se prepararon los fluidos
simulados: fluido salival simulado (FSS), fluido gastrico simulado (FGS) y fluido intestinal
simulado (FIS). A continuacion, se llevo a cabo la DGI, y para ello, se utilizé un agitador
Intell-MixerTM RM-2 (ELMI Ltd., Riga, Letonia) y una camara de incubacion (Selecta,
S.A., Barcelona, Espaia) a 37 °C.

La simulacion de la DGI, esta compuesta por tres fases diferenciadas: la fase oral, la
fase gastrica y la fase intestinal. En primer lugar, se simuld la fase oral, la cual consistié
en mezclar 0,5 g de harina con 0,5 g de agua y diluir la mezcla en una proporcién 1:1
(p/v) con FSS y a-amilasa (75 U/mL). A continuacién, dicha mezcla se incubé durante 2
min. Transcurrido estos, se disminuy6 el pH hasta un valor de 3 con HCI 2 M. Para iniciar
la simulacion de la fase gastrica, se afadio al bolo oral FGS y pepsina gastrica (2000
U/mL) en una proporcién 1:1 (v/v) y se incubd durante 120 min. A continuacion, se
aumenté con NaOH 1 M el pH de la mezcla hasta alcanzar un valor de 7. Finalmente,
para la simulacion de la fase intestinal, el quimo gastrico obtenido en la etapa anterior
se mezclé en proporcion 1:1 (v/v) con FIS, pancreatina (100 U/mL basadas en la
actividad de la tripsina) y extracto biliar bovino (10 mM), y se incubé otros 120 min.
Transcurrido el tiempo, para parar la digestion, se inactivaron las enzimas mediante
choque térmico que consistié en introducir las muestras en un bafo de agua a 95 °C
durante 5 min, seguido de un bafio con hielo durante 10 min. Por ultimo, las muestras
se centrifugaron a 8000 g, 4 °C durante 10 min, se separaron los sobrenadantes y se
determinaron los grupos amino libres. Ademas de las muestras, se digirié un blanco al
que se le habian sustituido los 0,5 g de harina por agua.

3.7.Determinacion de la bioaccesibilidad del hierro de las harinas
hidrolizadas de frijol negro

La bioaccesibilidad se define como la fraccidon de un compuesto que se libera de su
matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal y queda asi disponible para su absorcion
(Cilla et al., 2018; Mattar et al., 2022). Por ello, para la determinacion de la
bioaccesibilidad del hierro de las harinas de frijol negro, se simuld la DGI, tal y como se
describe en el punto 3.6.1., y se determind el contenido de hierro total por
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) (Agilent
Technologies, Inc. Headdquarters, Santa Clara, California, US) en el sobrenadante de
la digestion y en las muestras antes de la digestion. Los resultados se expresaron en
porcentaje y es la proporcién de hierro total disponible para ser absorbido frente al total
de la muestra.
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3.8.Determinacion de la actividad antioxidante de las harinas hidrolizadas
de frijol negro

Para la determinacién de la actividad antioxidante de las harinas hidrolizadas de frijol
negro, se utilizaron tres métodos: el método de captacion del radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH), el método de captacion del radical acido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) y el método del poder reductor del hierro,
conocido como FRAP por sus siglas en inglés de “Ferric-reducing antioxidant power”.
Para la determinacion se realizd una extraccion con agua. Para ello, se prepararon
dispersiones de harina en agua al 1 % (p/p), se agitaron durante 5 h, se centrifugaron y
se recogio el sobrenadante. Cada uno de los duplicados se analizé por triplicado.

3.8.1. Método DPPH

Para la determinacion de la actividad antioxidante de las muestras mediante el método
del DPPH, se siguio el protocolo descrito por Bersuder et al. (1998). Para ello, se anadio
por cada 80 yL de muestra, 400 pL de etanol y 100 pL de solucién DPPH (0,02 % en
etanol). Seguidamente, se mezcldé y se incubd a temperatura ambiente en oscuridad
durante 60 min. De esta forma, los radicales reducidos se midieron posteriormente en
un espectrofotometro a 517 nm. En dicho analisis, se utilizé como control negativo agua
bidestilada y como control positivo BHT a una concentracién de 2 mg/mL. Finalmente,
los resultados se expresaron en porcentaje de actividad antioxidante, calculandose
respecto a los valores de absorbancia del control negativo tal y como se muestra en la
Ecuacion 3.

Ac—As

Actividad antioxidante (%) = -

x 100 (3)

Siendo As la absorbancia de la muestra a 517 nm y Ac la absorbancia del control
negativo a 517 nm.

3.8.2. Método ABTS

Las muestras fueron analizadas utilizando el método ABTS descrito por Re et al. (1999)
con pequenas modificaciones. Se empezé disolviendo el ABTS (7 mM) en persulfato
potasico (2,45 mM) y dejandolo durante 12 h en oscuridad para producir los radicales
ABTS °**. Tras dicho tiempo, se mezclé la soluciéon de ABTS con tampon fosfato salino
(PBS, 50 mM, pH 7,4) en la proporcién adecuada para obtener a 734 nm una
absorbancia de 0,70 = 0,02. A continuacion, se anadieron 990 pL de la solucion de ABTS
obtenida con anterioridad a 10 pyL de muestra y se agité. Por ultimo, se incubd a
temperatura ambiente durante 6 min y se realizé la lectura de la absorbancia a 734 nm.
Para dicho método, se empleé como control negativo PBS y como control positivo acido
ascorbico (4 mM). Finalmente, los resultados se expresaron en porcentaje de actividad
antioxidante, calculandose respecto a los valores de absorbancia del control negativo
siguiéndose igualmente la Ecuacion 3 pero, en este caso, las absorbancias hacen
referencia a una longitud de onda de 734 nm.

3.8.3. Método FRAP

Se llevé a cabo el método FRAP descrito por Huang et al. (2006). De esta forma, se
tomaron 100 uL de muestra a la que se le adicionaron 100 uL de ferrocianuro de potasio
a una concentracion de 10 mg/mL y 100 uL del tampén fosfato de sodio (200 mM) con
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un pH de 6,6. A continuacioén, se incubd la mezcla durante 20 min a 50 °C en oscuridad.
Terminada la incubacion, se adicionaron 100 uL de TCA en una concentracion de 100
mg/mL. Posteriormente, se centrifugo la disolucion durante 10 min a 2000 g. Tras la
centrifugacion, se recogio el sobrenadante y se tomaron 250 pL de éste. Seguidamente,
se le afadié 50 uL de cloruro férrico 1 mg/mL y 250 pL de agua bidestilada. Por ultimo,
se llevé a cabo la lectura de la absorbancia a 700 nm. En este caso, se empled agua
bidestilada como control negativo y BHT (2 mg/mL) como control positivo. En cuanto a
los resultados, éstos se expresaron en referencia a los valores de absorbancia a 695
nm.

3.9.Determinacion de la actividad quelante del hierro de las harinas
hidrolizadas de frijol negro

Para la medida de la actividad quelante de hierro se llevé a cabo el método descrito por
Taheri et al. (2014) con pequefias modificaciones. Se utilizaron los mismos extractos
que los utilizados en la actividad antioxidante y cada duplicado se analizé por triplicado.
De esta forma, en primer lugar, se afadieron 50 uL de muestra a una microplaca de 96
pocillos. A continuacion, se adicionaron 25 L de cloruro ferroso 2 mM y 100 pL de agua
bidestilada y se incubd en oscuridad durante 3 min. Transcurrida dicha incubacion, se
adicionaron 100 pyL de FerroZine 5 mM y se incubé de nuevo durante 10 min en
oscuridad. Finalmente, se realiz6 la lectura de la absorbancia a 562 nm en el lector de
placas VANTAstar (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). Se utiliz6 como control
negativo agua bidestilada y como control positivo EDTA 0,1 mg/mL. Finalmente, los
resultados se expresaron como el porcentaje de quelacién, el cual se calculo a partir de
la ecuacion 4:

Actividad quelante (%) = (1 — j—z) x 100 (4)

Siendo As la absorbancia de la muestra a 562 nm y Ac la absorbancia del control
negativo a 562 nm.

3.10. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé mediante el analisis simple de la varianza
(ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Centurion XVIII (Statgraphics
Technologies, Inc., The Plains, VA, EE.UU.). El método empleado para discernir entre
las medias fue la prueba de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey con
un nivel de confianza del 95 %.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Grado de hidrdlisis de las harinas hidrolizadas de frijol negro

El GH de las harinas hidrolizadas hace referencia a la proporcion de enlaces peptidicos
que se han roto durante hidrdlisis. Para determinarlos se midieron los grupos amino
libres tras la hidrdlisis y la hidrolisis completa de las muestras y se expresé en porcentaje
tal y como se muestra en la Figura 1.

Ba

8 Bc I

Grado hidrdlisis (%)

Extracto Bromelina
Harinas

2h m4h m6h

Figura 1. Grado de hidrdlisis de las harinas de frijol negro hidrolizadas con extracto de

la corona de la pifia y con bromelina comercial.

2 h, 4 h, 6 h: tiempo de incubacién en horas.

Diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tipos de
muestra (agua, extracto, y bromelina) dentro de un mismo tiempo de incubacién (p < 0.05). Diferentes letras
minusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos de incubacion (2
h, 4 h, y 6 h) dentro de un mismo tipo de muestra (p < 0.05).

En la Figura 1 se puede observar cémo los valores del GH de las harinas oscilaron entre
el 5,2y el 14,8 %. Concretamente, los valores de las muestras hidrolizadas con extracto
oscilaron entre el 5,2 y el 10,4 %, mientras que los de las hidrolizadas con bromelina
comercial fueron significativamente (p < 0,05) superiores y oscilaron entre el 8,2 y el
14,8 %. El aumento observado podria estar relacionado con las condiciones de
hidrdélisis. La bromelina tiene un rango de accion éptimo de pH de 5 a 8, en el que la
actividad enzimatica es maxima (Clavijo et al., 2012). En este caso, el extracto de la
corona tenia un pH de 4,4, ligeramente inferior a la disolucion de la bromelina comercial
que estaba entorno al 5,5. Con lo cual, esa distancia frente al rango de pH 6ptimo podria
estar provocando las diferencias que se observan. Otra de las razones, podria ser la
presencia de impurezas en el extracto. A pesar de tener la misma actividad enzimatica
el extracto y la disolucion de bromelina, la presencia de impurezas podria haber afectado
negativamente a la actividad enzimatica y por ende al grado de hidrdlisis (Gautam et al.,
2010). No obstante, aunque utilizando el extracto se haya alcanzado un grado de
hidrodlisis proteica inferior en comparacion con la bromelina comercial, éste es
significativo, con lo cual, puede ser una alternativa a tener en cuenta ya que es mas
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sostenible y econdmica (Tacias-Pascacio et al., 2023). Asimismo, también hay un efecto
significativo del tiempo ya que el grado de hidrolisis aumentd conforme aumentaba el
tiempo de incubacion. Esto se fundamentaria en el hecho de que, al aumentar el tiempo
de incubacion, aumenta el tiempo de actuacion de la enzima y, por tanto, ésta seria
capaz de hidrolizar una mayor cantidad de sustrato hasta alcanzar el grado de hidrdlisis
maximo. La misma tendencia obtuvieron Zheng et al. (2020) al hidrolizar un aislado
proteico de soja verde con bromelina y ficina, donde observaron un aumento del GH
hasta alcanzar los 300 min donde se comenzaron a ver valores constantes.

4.2. Contenido de antinutrientes en las harinas hidrolizadas de frijol negro

El grado de hidrdlisis proteica de las harinas puede afectar al contenido en antinutrientes
de las harinas hidrolizadas ya que algunos de ellos son de naturaleza proteica y otros
interaccionan y forman complejos con ellas. Por ello, se determiné el contenido en acido
fitico (AF), inhibidores de tripsina (IT), compuestos fendlicos totales (CFT) y taninos (TA).
Los resultados a los diferentes tiempos de incubacién se muestran en la Figura 2.

En la Figura 2A se muestran los valores correspondientes al contenido de AF de las
muestras. Estos oscilaron entre 20,7 y 24,5 mg AF/g. En concreto, los valores de AF de
las harinas control estuvieron entre 22,7 y 24,5 mg AF/g, en las harinas hidrolizadas con
bromelina comercial entre 22,8 y 23,5 mg AF/g, y en las harinas hidrolizadas con
extracto entre 20,7 y 22,3 mg AF/g. Analizando las diferencias entre los diferentes tipos
de muestras, en general, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras control y las muestras hidrolizadas, excepto en el caso de las muestras
hidrolizadas con extracto durante 2 y 6 h que tuvieron un contenido significativamente
inferior. En cuanto al efecto del tiempo de incubacion, no se observaron diferencias
significativas entre las muestras incubadas a los distintos tiempos en el caso de las
muestras control y las hidrolizadas con bromelina comercial, mientras que en las
muestras hidrolizadas con extracto si que se observaron diferencias entre las 4 h y las
6 h de incubacién, mostrando un menor contenido de AF al aumentar el tiempo de
incubacién. La ausencia de diferencias significativas entre la mayoria de las muestras y
entre los diferentes tiempos podrian ser debidas a que la enzima no esté hidrolizando
las proteinas que se encuentran acomplejadas con el AF, lo que supondria que éste no
se liberara y por lo tanto no cambiara su contenido respecto al contenido inicial. Lo
contrario sucedié en el estudio de Ribéreau et al. (2018) en harinas de guisantes
hidrolizadas con papaina y bromelina, donde se observdé que el contenido en AF
aumentoé en las harinas hidrolizadas con respecto a las harinas control, debido a la
liberacion del AF que estaria acomplejado con proteinas.
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Figura 2. Contenido de antinutrientes de las harinas de frijol negro control (agua) e
hidrolizadas con extracto de la corona de la pifia y con bromelina comercial. Contenido
de A) acido fitico, B) inhibidores de tripsina, C) compuestos fendlicos totales, y D)

taninos.

2 h, 4 h, 6 h: tiempo de incubacién en horas

Diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tipos de
muestra (agua, extracto y bromelina) dentro de un mismo tiempo de incubacion (p < 0.05). Diferentes letras
minusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos de incubacion (2

h, 4 h'y 6 h) dentro de un mismo tipo de muestra (p < 0.05).
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En la Figura 2B se observa que los valores de IT oscilaron entre 1,6 y 3,2 mg IT/g.
Concretamente, los valores de las harinas hidrolizadas con extracto fueron
significativamente superiores (3,1- 3,2 mg IT/g), que los de las harinas control (2,0-2,4
mg IT/g) y las harinas hidrolizadas con bromelina (1,6-2,5 mg IT/g). Esta tendencia se
puede deber a que el extracto acuoso de la pifia esté aportando IT de manera adicional
que provienen de la pina. Emmanuel y Deborah (2018) reportaron que la pifia contenia
un nivel de IT igual a 1.06 TIU/mg. Por otra parte, entre las muestras control y las
muestras hidrolizadas con bromelina se observaron diferencias significativas. Tras 2 h
de incubacion el contenido en IT disminuyd, mientras que tras 4 y 6 h aumento, aunque
dichas diferencias no fueron muy grandes. Esta falta de una tendencia clara coindice
con los resultados de Klahan et al. (2021), quienes no observaron una alteracion en el
contenido de IT en pienso para gambas con un 38% de proteina bruta, destinada a la
alimentacion para camarén blanco del Pacifico, tras el empleo de extracto crudo de
bromelina de pina. Por el contrario, Goertzen et al. (2021) observaron en aislados de
proteina de garbanzos hidrolizados con diferentes proteasas una disminucion de la
actividad de los IT respecto a los aislados control, y la asociaron a que al hidrolizar la
proteina, los IT serian mas susceptibles a la desnaturalizacién, tanto por altas
temperaturas como por la propia accion de las proteasas, disminuyendo asi su
contenido (Goertzen et al., 2021). Al analizar el efecto del tiempo de incubacion en el
contenido de IT, se muestra que en el caso de las harinas hidrolizadas con extracto no
se observaron diferencias significativas entre los distintos tiempos de incubacién. Sin
embargo, en las muestras control y en las hidrolizadas con bromelina si se observaron
diferencias significativas, siendo los valores mas altos los correspondientes al tiempo de
incubacion de 6 h. Ademas, cabe destacar, que en la muestra hidrolizada con bromelina
el aumento es progresivo conforme transcurre el tiempo de incubacién, lo que podria
estar relacionado con el grado de hidrolisis, ya que al romper la proteina estos podrian
haber quedado mas expuestos.

En la Figura 2C se presenta el contenido en CFT de las harinas control e hidrolizadas,
expresado como mg acido galico/g, los cuales oscilaron entre 1,6 y 3,1 mg/g. En
concreto, las harinas control contenian entre 1,6 y 1,8 mg/g, las harinas hidrolizadas con
extracto entre 2,5y 2,9 mg/g, y las harinas hidrolizadas con bromelina entre 2,7 y 3,1
mg /g. Al analizar las diferencias significativas entre los diferentes tipos de muestras, se
observé que, para todos los tiempos de incubacién, las harinas control tenian un
contenido en CFT significativamente inferior al de las harinas hidrolizadas. Asimismo,
las muestras que tenian un mayor contenido en CFT fueron las hidrolizadas con
bromelina comercial, lo que podria relacionarse con su mayor grado de hidrélisis. Que
las muestras hidrolizadas presenten un mayor contenido de CFT podria deberse a que
dicha hidrdlisis produciria la ruptura de los enlaces covalentes formados por los
compuestos fendlicos y las proteinas, quedando libres pero retenidos en la harina y, por
tanto, siendo detectables (Ribéreau et al., 2018). Por otra parte, al analizar el efecto del
tiempo, existe un aumento significativo del contenido en CFT a medida que aumenta el
tiempo de incubacion. De esta forma, en las harinas hidrolizadas con extracto y
bromelina comercial, el aumento del contenido en CFT podria estar relacionado con el
mayor grado de hidrdlisis, tal como se ha comentado anteriormente. Ademas, en estos
casos, solo hay diferencias significativas entre las 2 h y las 4 h de incubacién, siendo no
significativo el aumento entre 4 h y 6 h. Esto podria deberse a que, aunque el grado de
hidrdlisis sigue aumentando entre las 4 y las 6 h de hidrdlisis, el aumento es inferior al
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observado entre las 2 y 4 h de incubacién, con lo cual, aunque hay hidrdlisis podria no
estar afectando a los complejos formados entre las proteinas y los compuestos
fendlicos. En cuanto a las muestras control, también se observa un aumento respecto
al tiempo, lo que podria deberse a que durante la incubacién parte de los CFT se hayan
solubilizado en el agua, por lo que se extraerian mas facilmente y serian mas
detectables.

Por ultimo, el contenido en TA de las distintas harinas control e hidrolizadas expresado
como mg de acido tanico/ g muestra se muestra en la Figura 2D. Las harinas control
contenian entre 4,6 y 5,4 mg/g, las harinas hidrolizadas con extracto contenian entre 7,5
y 8,6 mg/ g, mientras que las harinas hidrolizadas con bromelina contenian entre 8,2 y
9,7 mg/ g. Como se puede observar, los resultados tenian la misma tendencia que los
CFT, pues se observaron diferencias significativas entre los diferentes tipos de muestra
siendo mayor el contenido de las harinas hidrolizadas con bromelina, seguidas de las
muestras hidrolizadas con extracto y, finalmente, las harinas control. Esta relacion se
explica debido a que los TA son un tipo de compuestos fendlicos (Singh et al., 2017). Es
por ello por lo que, tal y como se ha discutido anteriormente en el caso de los CFT, el
aumento del contenido en TA estaria también estrechamente relacionado con el
aumento del grado de hidrdlisis de las harinas, debido en esta ocasién a que al
hidrolizarse las proteinas que formaban complejos con los TA, estos se liberarian.
Asimismo, en cuanto al efecto del tiempo de incubacién, se muestra de manera general
que, a mayor tiempo de incubacion, mayor contenido en TA. En las harinas hidrolizadas
con extracto, se observaron diferencias significativas entre las 4 y las 6 h de incubacion,
mientras que para las harinas hidrolizadas con bromelina se observaron entre las 2 y
las 4 h de incubacién. Dicha tendencia encaja con la observada en el grado de hidrélisis
ya que la hidrdlisis de la bromelina comercial es mas pronunciada entre las 2 y las 4 h
de incubacién mientras que la hidrdlisis con el extracto es mas progresiva y proporcional
durante las 6 h de incubacion. Ese ligero aumento observado con el tiempo de
incubacion en las harinas control podria ser debido a esa pequefia solubilizacién que
podria haberse producido durante la incubacién, tal y como se ha comentado en los
CFT.

4.3. Digestibilidad proteica de las harinas hidrolizadas de frijol negro

La digestibilidad proteica de las harinas se evalué midiendo el grado de hidrdlisis de las
proteinas durante la digestion gastrointestinal in vitro y se expres6 en porcentaje tal y
como se muestra en la Figura 3. La digestibilidad proteica de las distintas harinas oscilé
entre el 61,2y 73,3 %. Concretamente, las muestras control tenian valores entre el 65,6
y 69,8 %, las harinas hidrolizadas con extracto entre 61,2 y 67,9 % y las harinas
hidrolizadas con bromelina comercial entre el 68,8 y 73,3 %. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las harinas control y las hidrolizadas
con bromelina. Sin embargo, éstas ultimas si que resultaron tener un porcentaje de
digestibilidad proteica significativamente superior a la de las muestras hidrolizadas con
extracto. La ausencia de un aumento significativo en la digestibilidad proteica entre las
muestras control y las muestras hidrolizadas con bromelina coincide con los resultados
obtenidos por Goertzen et al. (2021), en el que no observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el aislado de proteina de garbanzos control y los
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hidrolizados con pepsina, tripsina o papaina. Finalmente, que las muestras hidrolizadas
con extracto presentaran de manera general una digestibilidad proteica inferior a las
muestras hidrolizadas con bromelina, podria deberse al mayor contenido de
antinutrientes, especialmente de IT, que interaccionarian con las enzimas digestivas
impidiendo su accién sobre las proteinas (Ohanenye et al., 2020).

En cuanto al efecto del tiempo de incubacion, en general, no fue significativo, excepto
en las harinas hidrolizadas con extracto durante 2 y 4 h donde si se observé un aumento
significativo. Que no se observe una tendencia clara del efecto del tiempo podria
deberse a que, aunque durante el tratamiento de hidrélisis se observd un mayor grado
de hidrolisis proteica a medida que aumenté el tiempo de incubacion (Raju, 2019; Chen
et al.,, 2011), también se observé un mayor contenido de algunos antinutrientes que
podrian interaccionar con las proteinas durante la digestion y con lo cual, camuflar el
efecto conseguido con la hidrolisis previa (Ohanenye et al., 2020).
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Figura 3. Grado de hidrdlisis proteica de las harinas de frijol negro control (agua) e
hidrolizadas con extracto de la corona de la pifia y con bromelina comercial tras la

digestion gastrointestinal in vitro.

2 h, 4 h, 6 h: tiempo de incubacién en horas.

Diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tipos de
muestra (agua, extracto y bromelina) dentro de un mismo tiempo de incubacion (p < 0.05). Diferentes letras
minusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos de incubacion (2
h, 4 h'y 6 h) dentro de un mismo tipo de muestra (p < 0.05).

4.4.Bioaccesibilidad del hierro de las harinas hidrolizadas de frijol negro

La bioaccesibilidad del hierro hace referencia a la fraccion de hierro total que se libera
de la matriz alimentaria durante la DGI y queda disponible para ser absorbido. Los
resultados se expresaron en porcentaje y se muestran en la Figura 4. En general, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tipos de
muestra ni entre los distintos tiempos de incubacién. Es decir, parece que el grado de
hidrélisis no afectd a la bioaccesibilidad del hierro. Los valores obtenidos fueron muy
bajos, oscilando entre el 4,8 y el 11,3 %, lo que podria deberse a su contenido en CFT
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y TA, ya que estos compuestos pueden inhibir la absorcion del hierro (Shubham et al.,
2020; Rousseau et al., 2020). Al igual que en el caso de la digestibilidad proteica, es
posible que la ausencia de una tendencia clara se deba a que el efecto de la hidrdlisis
proteica (Zhang et al., 2023) se contrarreste con el aumento del contenido en
antinutrientes (Shubham et al., 2020; Rousseau et al., 2020). Ademas, que no se
observe un aumento, significara que no se han formado péptidos con actividad quelante

del hierro durante la DGI, ya que estos se unen al hierro y facilitan su absorcién (Guo et
al., 2014).
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Figura 4. Bioaccesibilidad del hierro de las harinas de frijol negro control (agua) e

hidrolizadas con extracto de la corona de la pifia y con bromelina comercial.

2 h, 4 h, 6 h: tiempo de incubacién en horas.

Diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tipos de
muestra (agua, extracto y bromelina) dentro de un mismo tiempo de incubacién (p < 0.05). Diferentes letras
minusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos de incubacion (2
h, 4 h'y 6 h) dentro de un mismo tipo de muestra (p < 0.05).

4.5. Actividad antioxidante de las harinas hidrolizadas de frijol negro

La actividad antioxidante se midi6 a través de tres métodos diferentes (método DPPH,
método ABTS y método FRAP) debido a que los antioxidantes actuan bajo distintos
mecanismos (transferencia de electrones o de atomos de hidrégeno). Por tanto, los
diferentes resultados aportan informacion complementaria sobre la actividad
antioxidante de la muestra (Munteanu y Apetrei, 2021). En la Figura 5 se presentan los
resultados obtenidos para cada uno de los métodos.
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Figura 5. Actividad antioxidante de las harinas de frijol negro control (agua) e
hidrolizadas con extracto de la corona de la pifia y con bromelina comercial determinada
con el método DPPH (A), con el método ABTS (B) y con el método FRAP (C).

2 h, 4 h, 6 h: tiempo de incubacién en horas.

Diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tipos de
muestra (agua, extracto y bromelina) dentro de un mismo tiempo de incubacion (p < 0.05). Diferentes letras
minusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos de incubacion (2
h, 4 hy 6 h) dentro de un mismo tipo de muestra (p < 0.05).
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En primer lugar, la Figura 5A muestra los resultados obtenidos a través del método
DPPH. Para los tres tiempos de incubacion, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre los tres tipos de muestra, observandose una mayor
actividad antioxidante en las harinas hidrolizadas con bromelina (54-58 %), seguidas de
las harinas hidrolizadas con extracto (49-55 %) y, por ultimo, y con una menor actividad
antioxidante, las harinas control (39 %). En cuanto al efecto del tiempo de incubacién,
se observd que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tres
tiempos de incubacién en las harinas control. Sin embargo, en las harinas hidrolizadas
si que se observd un aumento significativo de la actividad antioxidante como
consecuencia del aumento del tiempo de incubacion, lo que podria relacionarse con el
grado de hidrdlisis. En el caso de la harina hidrolizada con extracto, el aumento fue
progresivo y las diferencias fueron significativas en los tres tiempos de incubacién. Sin
embargo, en el caso de las harinas hidrolizadas con bromelina el aumento fue
significativo entre las 2 y las 4 h de incubacion, pero no entre las 4 y las 6 h, lo que
también podria relacionarse con el grado de hidrélisis, ya que entre las 2 y 4 h de
incubacioén se observé un mayor aumento que entre las 4 y las 6 h.

En la Figura 5B se muestran los resultados obtenidos a través del método ABTS. Se
observa que la tendencia de los resultados de las harinas hidrolizadas es idéntica a los
obtenidos con el método DPPH con unos valores de actividad antioxidante entre el 18 y
el 48 %.

Por ultimo, en la Figura 5C se muestran los resultados obtenidos a través del método
FRAP. En este caso, para un mismo tiempo de incubacion, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras hidrolizadas con extracto e
hidrolizadas con bromelina, pero si con la muestra control. En cuanto al efecto del
tiempo de incubacidén, se observé la misma tendencia que en los otros métodos, pues
en las muestras control no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tres tiempos, mientras que en las muestras hidrolizadas si que se observé un
aumento significativo a medida que aumenté el tiempo de incubacion.

El aumento de la actividad antioxidante observado en las muestras hidrolizadas, asi
como el aumento progresivo a medida que aumenté el tiempo de incubacién, podria
estar relacionado con el grado de hidrdlisis y con los compuestos fendlicos, ya que se
ha visto que también aumentaban a medida que aumentaba el tiempo de incubacion
como consecuencia de la hidrdlisis (Jamdar et al., 2017). Xu et al. (2021) hidrolizaron
aislados de proteinas extraidos de gandul, lentejas y garbanzos con la enzima alcalasa
y bromelina, asi como do Evangelho et al. (2016) quienes hidrolizaron un concentrado
proteico de frijol negro con la enzima alcalasa y pepsina, y Zheng et al. (2019)
hidrolizaron proteina de frijol negro empleando ficina, bromelina y alcalasa, y todos ellos
observaron un aumento de la actividad antioxidante de los hidrolizados frente al control.

Asimismo, el aumento de la actividad antioxidante con el grado de hidrdlisis también se
asocia a la generacion de péptidos bioactivos (Ketnawa y Ogawa, 2019). Sin embargo,
en estos estudios (Xu et al., 2021) (Zheng et al., 2019) se alcanzaron grados de hidrdlisis
relativamente superiores a los grados de hidrolisis obtenidos en el estudio, con lo cual,
seria menos probable, ya que los péptidos con dicha bioactividad suelen ser de pequeno
tamano (Ketnawa y Ogawa, 2019).
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4.6. Actividad quelante del hierro de las harinas hidrolizadas de frijol negro

La actividad quelante es el proceso en el cual un agente quelante forma complejos con
los iones metalicos. De esta forma, los agentes quelantes son aquellos compuestos,
organicos e inorganicos, que muestran dicha capacidad de quelar (Flora y Pachauri,
2010). En la Figura 6 se muestra la actividad quelante de hierro, expresada en
porcentaje, de las distintas harinas control e hidrolizadas, mostrando en general valores
de por si relativamente altos debido probablemente a la presencia de antinutrientes que
tienen actividad quelante, como son el AF (R. Khattab et al., 2010; Ologhobo y Fetuga,
1983) y los TA (Andrews et al., 2014). De esta forma, en relacion con el contenido del
AF, mostrado en la Figura 2A, éste tiene una tendencia similar a la mostrada en la Figura
6. Como se puede observar en ésta, los valores de la actividad quelante oscilaron entre
52,4 y 64,9 % no observandose diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras control y las muestras hidrolizadas con bromelina. Sin embargo, éstas
mostraron una actividad quelante significativamente superior a la de las muestras
hidrolizadas con extracto. En cuanto al efecto del tiempo, en las muestras hidrolizadas
con bromelina, no se observaron diferencias significativas entre los tres tiempos de
incubacion. Por otro lado, en cuanto a las muestras control y las muestras hidrolizadas
con extracto, en rasgos generales tampoco se observaron diferencias significativas,
observandose pequefias diferencias exclusivamente entre las 4 h'y a 6 h de incubacion
en el primer caso, y entre las 2 h y 4-6 h en el segundo caso.
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Figura 6. Actividad quelante del hierro de las harinas de frijol negro control (agua) e

hidrolizadas con extracto de la corona de la pifia y con bromelina comercial.

2 h, 4 h, 6 h: tiempo de incubacién en horas.

Diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tipos de
muestra (agua, extracto y bromelina) dentro de un mismo tiempo de incubacion (p < 0.05). Diferentes letras
minusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos de incubacion (2
h, 4 hy 6 h) dentro de un mismo tipo de muestra (p < 0.05).

Se ha reportado que la hidrdlisis de las proteinas puede generar péptidos bioactivos con
actividad quelante del hierro, mejorando asi su biodisponibilidad ya que el hierro se une
a los péptidos y le facilita la absorcion o el paso a través del tracto gastrointestinal (Guo
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et al., 2014). Sin embargo, la ausencia de diferencias significativas entre el control y las
muestras hidrolizadas con bromelina, asi como entre los distintos tiempos de
incubacién, estaria indicando que la hidrélisis producida durante el experimental no ha
sido suficiente como para formar péptidos bioactivos con dicha actividad o que los
péptidos generados no la ejercen. Otros autores si que observaron dicha actividad. Por
ejemplo, Zheng et al. (2019) hidrolizaron la proteina de frijol negro con bromelina y
observaron que las muestras con un grado de hidrdlisis de 23 % tenian una mayor
actividad quelante del hierro en comparacion con las muestras control.

Los resultados que se han obtenidos en la actividad quelante del hierro concuerdan con
los obtenidos en la bioaccesibilidad (Figura 4) ya que como se ha visto, la
bioaccesibilidad no mejora ni aumenta con el grado de hidrdlisis. Si se hubiera
observado un incremento de la actividad quelante con el grado de hidrdlisis
probablemente también se hubiera visto en la bioaccesibilidad del hierro, ya que los
péptidos facilitarian su paso a través del tracto gastrointestinal.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados del estudio mostraron que a medida que aumentd el tiempo de
incubacién, aumento el grado de hidrdlisis proteica de las harinas, siendo este mayor en
las harinas hidrolizadas con bromelina comercial en comparacion con las harinas
hidrolizadas con el extracto acuoso de la corona de la pifa.

La hidrdlisis afectd de forma significativa al contenido en antinutrientes de las harinas
hidrolizadas y a su capacidad antioxidante, mientras que practicamente no cambié la
digestibilidad proteica, la bioaccesibilidad del hierro y su actividad quelante del hierro.
Concretamente, se observdé que a medida que aumentaba el grado de hidrdlisis
aumentaba el contenido en compuestos fendlicos totales y taninos, asi como su
actividad antioxidante. Ademas, las harinas hidrolizadas con extracto de la corona de la
pifia mostraron un mayor contenido en inhibidores de tripsina y una menor actividad
quelante del hierro.

Por todo ello, se puede afirmar que el extracto acuoso de la corona de la pifia es capaz
de hidrolizar las proteinas de las harinas de frijol negro y modificar sus propiedades
nutricionales y bioactivas, pero en menor medida que la bromelina comercial con la
misma actividad enzimatica.
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