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Abstract— Zinc (Zn) and selenium (Se) are essential micronutrients for optimal growth, cognitive function, cellular self-regulation, and
overall functioning in humans. The objective of this study was to evaluate the impact of biofortification of chickpeas with Zn and Se on their
antioxidant, antihypertensive, and anti-inflammatory properties. Biofortification was carried out by germination with the following salts:
control, Na:SeQs, ZnSQOQ4, ZnSeOs, and Na:Se0s+ZnSO.. The sprouts obtained were processed to obtain chickpea flours, which were then
subjected to simulated gastrointestinal digestion. In terms of mineral incorporation, Na:SeQs, ZnSeQs, and Na:Se0s+ZnSO: treatments
showed an increase by 82% to 205% in Se incorporation in chickpea flour compared to the control, while the Zn content increased by 9- and
2-times in the ZnSO+ and ZnSeO:; treatments, respectively, compared to the control. Likewise, treatment with Na:SeOs resulted in higher
concentrations of biocanin A glycoside, malonylated biocanin A glycoside, and biocanin A. The combination of Se and Zn during
germination increased the antioxidant, antihypertensive, and anti-inflammatory properties of chickpea sprouts, compared to treatments
germinated in the presence of the salts independently. The combination of Se and Zn during the germination process could become an
effective and economical strategy for mineral fortification in novel foods, improving the bioavailability of these minerals and the functional
characteristics of the food.
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Resumen— El zinc (Zn) y el selenio (Se) forman parte de los
micronutrientes esenciales para un crecimiento dptimo, las
funciones  cognitivas, la autorregulacion celular 'y el
funcionamiento general en el ser humano. El objetivo de este
estudio fue evaluar el impacto de la biofortificacion del garbanzo
con Zn y Se en sus propiedades antioxidantes, antihipertensivas y
antiinflamatorias. La biofortificacion se llevo a cabo mediante
germinacion con las siguientes sales: control, NaxSeOs, ZnSO4,
ZnSe0s, y Na:Se03+ZnSO4. Los germinados obtenidos fueron
procesados para obtener harinas de garbanzo, que posteriormente
fueron sometidas a una digestion gastrointestinal simulada. En
cuanto a la incorporacion de minerales, los tratamientos NazSeQ3,
ZnSe0s y NaxSeOs3+ZnSO+ mostraron un incremento del 82% al
205% en la incorporacion de Se en la semilla respecto al control,
mientras que el contenido de Zn se incrementé en 9% y 2% en los
tratamientos con ZnSO+ y ZnSeQs respectivamente, en
comparacion con el control. Asimismo, el tratamiento con NazSeO3
presento mayores concentraciones de biocanina A glucdsido,
biocanina A glucosido malonidado y biocanina A. La combinacion
de Se y Zn durante la germinacion incremento las propiedades
antioxidantes, antihipertensivas, y antiinflamatorias de los
digeridos de garbanzo, en comparacion con los tratamientos
germinados en presencia de las sales de forma independiente. La
combinacion de Se y Zn durante el proceso de germinacion podria
convertirse en una estrategia efectiva y economica para la
fortificacion de minerales en nuevos alimentos, mejorando la
biodisponibilidad de estos minerales y las caracteristicas
funcionales del alimento.

Palabras clave: Cicer arietinum; inflamacion; isoflavonas;
micronutrientes; biofortificacion.

I. INTRODUCCION

A raiz del impacto de la pandemia de COVID-19, las
autoridades sanitarias han incrementado sus esfuerzos para
fomentar estilos de vida saludables y/o ofrecer alternativas que
fortalezcan el sistema inmunolégico humano [1]. Algunos
minerales que han atraido el interés de los investigadores por
su potencial efecto sobre el sistema inmune son el zinc (Zn) y
el selenio (Se). Se ha clasificado como un agente quimico
preventivo del céncer, con la capacidad de reducir el riesgo,
retrasar la progresion y evitar la proliferacion de este [2]. Por
otro lado, al ser un micronutriente esencial, esta involucrado
en una gran mayoria de las rutas metabolicas. Principalmente
aquellas relacionadas con el dafio por oxidacion, y esta

implicado en el proceso de regulacion de los sistemas inmune
y reproductivo. Mientras que en las plantas el (Se) incrementa
la  produccion de aminoacidos esenciales, como la
selenocisteina y la selenometionina [3], [4]. Se cree que
alrededor de un billon de personas alrededor del mundo
cuentan con deficiencia de Se en sus dietas, esto puede llevar a
que dichas personas contraigan enfermedades que pongan en
riesgo su salud. Estas enfermedades conllevan efectos como la
declinacion de las funciones cognitivas, fallas en la respuesta
del sistema inmunoldégico ante el ataque de patdégenos, al
como un aumento de las probabilidades de falla cardiaca en
adultos [5], [6], [7].

Otro mineral de suma importancia que también se
encuentra en deficiencia es el Zn. Este mineral ha sido
ampliamente utilizado desde hace tiempo para el tratamiento
de la diabetes mediante su inducciéon en agua y en los
derivados de proteinas de Zn. El Zn también es conocido por
regular y desarrollar al sistema inmune, principalmente al
favorecer la maduracion de linfocitos y células T [8]. Presenta
actividad antiinflamatoria a través de la regulacion de
citocinas, interleucinas, entre otros varios elementos, provee
de actividad antioxidante, retardando los procesos de
oxidacion a través de la activacion de proteinas antioxidantes.
Ademas, posee actividad antiviral contra el virus del herpes
simple, el rinovirus, la influenza, el coronavirus, entre otros,
regula la funcionalidad y la estructura de las proteinas. El Zn
también juega un papel importante en la expresion génica, en
el control de la actividad celular y en la aplicacion contra la
diabetes, donde, segin estudios clinicos, ha demostrado un
efecto potenciador de la insulina [8], [9]. Se estima que cerca
del 17% de la poblacion mundial presenta deficiencias de Zn
derivadas de una ingesta insuficiente, principalmente en paises
de ingresos medios y bajos. Este déficit incrementa la
susceptibilidad a infecciones y retrasa el crecimiento y el
desarrollo fisico y neuroldgico [10].

Una estrategia para satisfacer estas demandas de
micronutrientes ha sido la fortificaciéon de alimentos con
diversos minerales y vitaminas. Sin embargo, una de las
principales limitaciones de esta practica es la baja
biodisponibilidad que estos presentan en el organismo, lo que
limita su funcionalidad bioldgica [11]. Una alternativa a esta
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limitacion es la biofortificacion de alimentos mediante la
germinacion, en la que el micronutriente se incorpora a través
de las membranas vegetales y tiende a interactuar o unirse a
proteinas, incrementando su estabilidad y mejorando su
biodisponibilidad [12]. Actualmente se sabe que inducir sales
de (Se) durante la germinacion de ciertas leguminosas podria
incrementar en gran medida la cantidad de proteinas
relacionadas con dicho mineral en la semilla [4], lo que dotaria
de un incremento sustancial en el contenido proteico, en su
valor nutricional y en sus potenciales actividades benéficas
para la salud. Una de las alternativas alimentarias mas
estudiadas en este sentido ha sido el garbanzo, debido a que es
una leguminosa de alto valor bioldgico, con alto contenido de
proteinas (18-29%), lipidos (4-7%) y carbohidratos (50-60%).
Estudios sobre procesos de biofortificacion de micronutrientes
en garbanzo han mostrado un incremento en su perfil de
isoflavonas, moléculas asociadas con efectos
cardioprotectores,  antioxidantes,  antiinflamatorios 'y
moduladores hormonales, lo que contribuye a mantener o
mejorar el buen estado de salud.

Tomando en consideracion lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el impacto de la biofortificacion con Zn y
Se de harinas de garbanzo sobre sus propiedades
antioxidantes, antinflamatorias y antihipertensivas, tras ser
sometidas a un proceso de digestion gastrointestinal simulada.

II. MATERIALES Y METODOS
A. Material Biologico

Para la realizacion de este proyecto se usd garbanzo
comercial adquirido en el mercado de abastos del municipio
de Guadalupe, en el estado de Nuevo Leodn. Las semillas se
limpiaron de forma manual para eliminar impureza, se
separaron aquellas que presentaran dafios y se almacenaron en
bolsas a -20 °C.

B. Germinacion a escala industrial

La desinfeccion y germinacion se llevaron a cabo a nivel
industrial dentro de la empresa “Alimentos Lee” a una
temperatura de 19 °C y a una humedad relativa del 80%. A
continuacion, se presentan las condiciones de remojo y
germinacion (TABLA I).

TABLA I
DISENO EXPERIMENTAL DE LA GERMINACION DEL GARBANZO A ESCALA
INDUSTRIAL
Tratamiento Concentraciones Coqdlc1on§§ de
Hidratacion
Control 16?1%§Lp£§ua Riego cada 4 h
Na,SeOs 24 mg/L Riego cada 4 h
(1:3 p/v)
ZnS0Oy 480 mg/L Riego cada4 h
(1:3 p/v)
ZnSeOs 24 mg/L Riego cada4 h
(1:3 p/v)

Na,SeO3+ZnS0O,4 12 mg/L + 240 mg/L

(1:3 p/v)

Riego cada4 h

C. Caracterizacion morfologica

Después del periodo de germinacion se midi6 la radicula
de los germinados usando un vernier para medir el crecimiento
de este con el objetivo de poder medir el efecto que tienen
dichos minerales en el crecimiento morfologico del garbanzo
en milimetros (mm). y se guardaron los germinados las
semillas de garbanzo germinadas en bolsas de plastico a -80
°C para mantener las propiedades hasta su uso.

D. Cuantificacion de Isoflavonas

La cuantificacion de isoflavonas se llevo a cabo tomando
como referencia la metodologia establecida por [13] en un
HPLC-DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, BW). Los
compuestos fueron separados en una columna reversa Zorbax
Eclipse XDB-C18 (3.0 mm ID X 150 mm, 3.5 um, 30 °C, con
un flujo de 0.4 mL/min). Se us6 agua acidificada con 0.1 % de
acido formico como fase (A) y acetonitrilo como fase (B). Se
utiliz6 la biocanina A como estandar para cuantificar las
isoflavonas. La concentracion de los conjugados de biocanina
A se expresd como equivalente de Biocanina A (pg/g peso
seco). Las isoflavonas se detectaron a 260 nm.

E. Andlisis de Se y Zn mediante absorcion atomica y método
interno INS-SM/US-71

La cuantificacion del zinc (Zn) se realizd mediante
absorcion atdmica, segin lo establecido en la NOM-117-
SSA1-1994. En el caso de la cuantificacion del selenio (Se) se
utilizé el método interno INS-SM/US-71 de la empresa Becar
Laboratories. Ambas metodologias fueron llevadas a cabo por
un laboratorio externo certificado.

F. Digestion gastrointestinal simulada

Para llevar a cabo la digestion gastrointestinal, se llevo a
cabo la metodologia descrita en [14] donde se simularon los
modelos de la boca, el estbmago y el intestino. En dichas
simulaciones se usaron diferentes fases con composiciones
representativas de la saliva, jugo géstrico, biliar y duodenal.

Para la digestion se consideraron los siguientes voliimenes
para 3.5 g de muestra; 6 mL de fase salival, la cual se mezcld
durante 5 min, 12 mL de fase gastrica que fue mezclada
durante 2 h, 12 mL de fase duodenal + 6 mL de fase biliar,
mezcladas durante 2 h. Todas las mezclas se realizaron a 200
rpm, simulando los movimientos gastrointestinales, a 37 °C.
En la TABLA II se detalla la composicion de cada fase empleada
en el proceso de digestion simulada.

G. Evaluacion del efecto antioxidante mediante la inhibicion
de la captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH)
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DPPH es un método de analisis antioxidante que
aprovecha la capacidad de este radical de captar radicales
libres, oxidandose y perdiendo su color inicial [15]. Se
hicieron reaccionar en una placa de 96 pozos y en proporcion
1:1 (v/v), 50 uL de 60 uM de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) previamente solubilizado en metanol y 50 pL de
muestra. Posteriormente se incub6 la placa a 37 °C durante 1
hora. La absorbancia fue medida a 515 nm usando un lector de
microplacas (Synergy HT, BioTek, Winooski, VM) y se usé
agua como blanco. Una vez se obtuvieron los datos, se
utilizaron para calcular la inhibicion de la capacidad de DPPH
para captar radicales libres mediante (1).

Inhibicion de DPPH (%) = ABSpianco- ABSmuesira X100 (1)
ABSblanco

Donde ABSpianco corresponde a la absorbancia del blanco
Y ABSmuestra, @ la absorbancia de la muestra.

TABLA I
COMPOSICION DE CADA UNA DE LAS FASES DE LA DIGESTION
GASTROINTESTINAL SIMULADA

Salivar Gaéstrica Biliar Duodenal
100 ml agua 200 ml agua 100 ml agua 200 ml agua
11.7 mg NaCl | 1.1008 g NaCl 1.0518 g NaCl 2.804 g NaCl
14.9 mg KC1 0.3296 g KCl 0.0752 g KCl 0.2256 g KCl
0.8lg 0.1064 g 13552 ¢
NaHCO3 NaH2PO4 1.157 g NaHCO3 | NaHCO3

0.1596 g
0.04 g Urea CaClI2*2H20 0.05 g Urea 32 mg KH2PO4
0.1224 g NH4Cl 20 mg MgCI2
0.034 g Urea 0.04 g Urea
0.072 mL HCl
2.6 mL HCl conc | 0.03 mL HCI .o, | conc
6 g de sales
0.1 g Mucina 1 g Pepsina biliares 3.6 g Pancreatina
0.2 g alfa-
amilasa 1.2 g Mucina 0.6 g Lipasa
pH pH pH pH
6.840.2 1.3+0.02 8.2+0.2 8.1+0.2

H. Inhibicion de la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE)

La inhibicion de la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) se ha asociado con
efectos antihipertensivos. Para esta determinacion, se sigui6 lo
reportado por [16], en el que se prepararon 60 pL de la
muestra y 80 pL de hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL);
posteriormente, se incubd a 37 °C durante 5 minutos. Una vez
terminada la incubacion, se afiadieron 10 uL de la enzima
ACE (25 mU/mL) y se incub6 a 37 °C durante 80 minutos. La

reaccion se termind afiadiendo 110 pL de HCI (1 M) a la
mezcla con 1.5 mL de acetato de etilo para realizar una
extraccion de acido hipurico. Se centrifugd a 1400 xg durante
10 minutos y se recolectaron 800 pL. para evaporar.
Finalmente, el evaporado se resuspendid en 250 uL, la
absorbancia se leyd en una placa de cuarzo a 228 nm y se
analiz6 usando (2).

Inhibicion de
ACE (%) (Ac: - Aplanco)-(Amuesra-Ac.) | x 100 (2)

(AC+ - Ablanco)

Donde Ac+ corresponde a la absorbancia del control
positivo, Aplanco @ la absorbancia del blanco, Amuesta a la
absorbancia de la muestra y Ac. a la absorbancia del control
negativo.

I Evaluacion de la produccion de oxido nitrico como
biomarcador de la respuesta inflamatoria

Para la medicion de 6xido nitrico se utilizé la metodologia
reportada por [17], en la que se cultivd la linea celular de
macrofagos de raton (RAW 264.7), obtenida de la American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Dichas
células se cultivaron en cajas de Petri con medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM-F12) con 10%
de suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibidtico. Las células
se incubaron a 37 °C y 5% de COg; posteriormente, se
sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 500000
células/mL. Después de 24 horas, se afiadieron diferentes
tratamientos a una concentracion final de 1 mg/mL durante 4
horas. Al final de este periodo, la mitad de las células fue
estimulada con lipopolisacaridos de E. coli O111:B4 (LPS) a 1
pg/mL, mientras que la otra mitad se us6 como control de la
respuesta inflamatoria. Después de 18 h de incubacién, 100
puL de sobrenadante se transfirieron a una nueva placa de 96
pocillos para medir la absorbancia de nitritos con el Griess
Reagent System (Promega, Madison, WI) a 550 nm. La
concentracion de 6xido nitrico se midié mediante una curva de
nitritos, que son productos no volatiles de su formacion. Los
resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de la
produccion de 6xido nitrico, de acuerdo con (3). El remanente
de células y del medio de la placa original se utilizd para
medir la viabilidad celular.
Produccion oxido nitrico (%)= | (Mrps+— Mrps.)
(Crps+ — Crps.)

x 100 (3)

Donde Myps+ corresponde a la absorbancia de las células
tratadas y estimuladas con LPS, mientras que Mgps
corresponde a la absorbancia de las células tratadas con la
misma muestra, pero sin estimulo con LPS. Asimismo, Crps+
corresponde a la absorbancia de las células control o no

24" LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Engineering without Borders: Artificial Intelligence, Knowledge, Innovation, and

Alliances for a Future from the Americas”. Hybrid Event, Santiago-Chile, July 15 - 17, 2026



tratadas estimuladas con LPS y Cyips. a la absorbancia de las
células control o no tratadas estimuladas con LPS.

En cuanto a la viabilidad de las células, se determino
usando el protocolo CellTiter 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation (Promega, Madison, WI), y se midi6 en el
espectrofotdmetro a una absorbancia de 490 nm. La viabilidad
se calculd mediante (4).
Viabilidad Celular (%)=  ABSmuestra

AB Scontrol

x 100 @)

Donde ABSiuesta corresponde a la absorbancia de las
células tratadas con la muestra, mientras que ABScontrol
corresponde a la absorbancia de las células no tratadas
(control).

II. RESULTADOS Y DISCUSION
A. Crecimiento de radicula durante la germinacion

Las semillas de garbanzo presentaron un crecimiento
considerable, aunque las condiciones de germinacion (19 °C)
no fueran las optimas reportadas por [4]. Se puede observar
una diferencia significativa entre los tratamientos Na,SeOs,
ZnS0O4 y NaySe03+ZnS0Os, en donde NaSeOs presentd un
29.08% mas de crecimiento en comparacion con el tratamiento
de ZnSOs. De igual forma, el tratamiento de Na>SeOs exhibid
un crecimiento 50.85% mayor de sus radiculas en
comparacion con el tratamiento combinado de
Na;SeO3+ZnS0y4. Los tratamientos de control (germinado y no

biofortificado) y ZnSeO; no presentaron diferencias
significativas entre si (TABLA III).
TABLA 111

CRECIMIENTO DE RADICULA DE LAS SEMILLAS DE GARBANZO POSTERIOR
AL PERIODO DE GERMINACION

Tratamiento Tamaiio Radicula (mm)
Control 394+032¢
Na,SeO3 643+048 a
ZnSO4 456+0.70 b
ZnSe03 3.78+0.65 ¢
Na,SeO3+ZnS04 3.16+0.79d

*d etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos usando la prueba de Tukey (p<0.05) (n=10).

B.  Cuantificacion de isoflavonas

Se puede observar en la TABLA IV que el contenido de
biocanina A-glucdsido, biocanina A-glucosido malonidado y
biocanina A fue superior en el tratamiento con Na;SeO3; que
en los demas tratamientos.

La concentracion de biocanina A-glucésido, biocanina A-
glucosido malonidado y biocanina A se incrementd en
52.71%, 39.52% y 30.87%, respectivamente, con respecto al
control germinado. Esto coincide con lo reportado por [13]
donde se explica que la incorporacidén de Se en los germinados
de semillas de garbanzo incrementa su contenido de

compuestos fenolicos a través de la activacion de algunas
enzimas relacionadas con su biosintesis.

C. Contenido de Se y Zn en las harinas de garbanzo
germinado

Se puede observar que los tratamientos ZnSO4 y ZnSeOs
fueron los que lograron incorporar una mayor concentracion
de Zn en las semillas de garbanzo, incrementiandola en 9 y 2
veces, respectivamente, en comparacion con el control
germinado (TABLA V). Asimismo, los tratamientos Na>SeOs,
ZnSeO3 'y NaxSeO3;+ZnSO; mostraron una mayor
incorporacion de Se en los germinados de semillas de
garbanzo, incrementando su contenido en 82%, 205% y 123%,
respectivamente. La mayor incorporacion de Se en el garbanzo
germinado con NaxSeO; + ZnSOs4, en comparacion con el
tratamiento individual de Na2SeO3, podria explicarse por el
rol de Zn, que actia como termoestabilizador de las enzimas
ATP sulfurilasas (ATPS), las cuales desempefian un papel
crucial en la incorporacion de Se en el garbanzo [3].

TABLA IV
PROMEDIO DE LA CONCENTRACION FINAL DE ISOFLAVONAS

Tratamiento Biocanina A- Biocanina A Biocanina A
glucésido glucosido
malonidado
Concentracion (ng/g de harina base seca)

Control 93.49+12.7b 121.40£6.7b 66.35+39a
Na,SeO; 19770 £59.0 a 200.72+42.0a 95.98 +36.1 a

ZnSO, 10693 £6.8b 143.59 2.4 ab 56.01+0.2a
ZnSeOs 7791 £18.1 ab 122.07+264b 59.85+18.1a

Na2SeO;+ZnS04 11297+73b 148.93 £4.6 ab 93.86+28a

Se realiz6 una estadistica ANOVA y pruebas post hoc comparando medias
mediante Tukey, entre tratamientos para clasificarlos en grupos (p < 0.05).

TABLAV
CONCENTRACION DE ZINC Y SELENIO EN LAS HARINAS DE GARBANZO
GERMINADO DETERMINADA MEDIANTE ABSORCION ATOMICA

Tratamiento Zinc (mg/kg) Selenio (mg/kg)
Control 24.45 3.71
Na,SeO3 25.35 6.77

ZnSO, 221.36 3.47
ZnSeOs 51.40 11.33
Na2SeO3+ZnS0O, 27.74 8.28

D. Evaluacion del efecto antioxidante mediante la inhibicion
de la captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH)

La inclusion de Se y/o Zn mejora las propiedades
antioxidantes de las harinas germinadas de garbanzo con
respecto al control. En primera instancia se puede observar
como el tratamiento Na,;SeO3+ZnSO4 mostré un incremento
significativo (p=0.0440) de la actividad antioxidante
aproximadamente 3.75 veces en relacion con el tratamiento
control (Fig. 1). El tratamiento de ZnSeOs, mostré un
incremento significativo en la actividad antioxidante
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(p=0.0302) en relaciéon con el control, mientras que no se
encontro una diferencia significativa entre el control y los
tratamientos de ZnSOs y Na,SeOs;. Por otro lado, Ia
combinacion de Na>SeO3;+ZnSO4 mostré un mayor potencial
antioxidante que el uso individual de Na,SeO;. No se observo
diferencia significativa entre los tratamientos ZnSO4+Na»SeO3
y ZnSeOs.

20.00 4 * p-value=0.0440
Ir * p-value=0.0302
[ !
15.00 - ns .
— *p-value=0.0352
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Fig 1. Porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH en los digeridos de la
harina de garbanzo germinada (5 mg/mL). Se realizo un analisis estadistico
ANOVA comparando medias mediante Tukey y una prueba post hoc t-student
(p <0.05).

Como se puede observar en la Fig. 1, todos los
tratamientos muestran una tendencia a incrementar su
capacidad antioxidante con la inclusién de Se y/o Zn durante
la germinacion. Se ha reportado que la germinacion de
semillas de garbanzo en presencia de Na,SeOs inducia un
incremento significativo en la actividad de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés),
precursora de la sintesis de compuestos fendlicos [18].
Asimismo, los autores demostraron que la germinacion de
semillas de garbanzo en presencia de 2 mg/mL de Na,SeOs
incremento significativamente el contenido de isoflavonas, asi
como la actividad antioxidante.

Ademas, la germinacion de semillas de garbanzo con 2
mg/mL de Na>SeOs induce una mayor actividad antioxidante
celular que la del control [4]. Esta actividad antioxidante
parece concentrarse en las fracciones proteicas de glutelinas,
donde se hipotetiza que, como producto de la digestion
simulada, se generan aminoacidos correspondientes a la
selenometionina y la selenocisteina, y estos juegan un papel
fundamental en el efecto antioxidante. De igual manera, se
observo que los tratamientos con Zn mostraron una capacidad
antioxidante mayor que la del control, lo que sugiere una
posible actividad del Zn como activador de redox derivada de
su unién a iones sulfuro (tiolato) en aminoacidos como la
cisteina [19].

E. Inhibicion de la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE)

La inhibicion de la ACE promueve un efecto
antihipertensivo al dilatar las paredes capilares, lo que permite

una presion sanguinea adecuada. A las concentraciones
evaluadas, se observd una diferencia en el efecto de los
digeridos de harinas de garbanzo germinado sobre la
inhibicion de la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE). A dosis bajas (5 mg/mL) los tratamientos
de Na;SeO; y ZnSeOs, mostraron una mayor inhibiciéon de la
actividad de la ACE (Fig. 2) mientras que a concentraciones
superiores (10 mg/mL), el digerido de la harina de garbanzo
germinada y biofortificada con ZnSeOs, mostré un incremento
en su capacidad de inhibir la ACE y su efecto fue
estadisticamente diferente de todos los demas tratamientos.
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Fig. 2. Inhibicion de la enzima mnibidora de la angiotensina (ACE) exhibida
por digerir harinas de garbanzo germinado, evaluada a las concentraciones de
A) 5 mg/mL, B) 10 mg/mL. ¢ Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos usando la prueba de Tukey. *
Indica diferencias estadisticamente significativas entre pares de medias
analizadas con la prueba post hoc t-student (p<0.05).

La actividad de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE) mantiene una fuerte relacion con la concentracion de
Zn, dado que es una metaloproteasa que requiere Zn en su
sitio catalitico activo. Se hipotetiza que las proteinas o
péptidos acomplejados con Zn presentes en los digeridos de
las harinas de garbanzo germinadas y biofortificadas con sales
inorgénicas de zinc podrian acoplarse al sitio catalitico de la
enzima, limitando su actividad [20]. Asimismo, el Se actia
como un regulador redox, reduciendo la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que detonan el estrés
oxidativo e inflamacion e inducen la activacion de la ACE, y,
en consecuencia, es capaz de reducir su actividad [21].
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F. Evaluacion de la produccion de oxido nitrico como
biomarcador de la respuesta inflamatoria

El tratamiento control (germinado no biofortificado) no
demostro diferencias significativas respecto a la produccion de
oxido nitrico en comparacion con células no tratadas (Fig. 3).
Todos los tratamientos redujeron significativamente la
produccion de 6xido nitrico con respecto al control, con
reducciones del 55% y 32% en las células tratadas con
Na;Se03+ZnS04 y ZnSeOs, respectivamente.
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Fig 3. Produccion de 6xido nitrico en células de macrofagos de raton (RAW
264.7) tratadas con digeridos de harina de garbanzo germinado (5mg/mL).
*d ] etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos usando la prueba de Tukey (p<0.05).

Esta reduccion en la produccion de oxido nitrico nos
indica que estos tratamientos regulan la respuesta inflamatoria,
disminuyendo la posible infiltracion de otras células que
desencadenan la cascada de mediadores de inflamacion aguda.
Se ha reportado que tanto el Zn como el Se pueden mitigar o
inhibir al factor nuclear kappa Beta (NF-kB), principal factor
de transcripcion de oxido nitrico sintasa inducible (iNOS),
isoforma de la enzima 6xido nitrico sintasa con la consecuente
reduccion en la produccion de citoquinas inflamatorias como
el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, asi como interleucinas
(IL)-1B e interleucina (IL)-6 [22].

IV. CONCLUSION

En conclusion, la germinacion de semillas de garbanzo
con la combinacion de fuentes inorganicas de Se y Zn mostrd
un efecto significativo en el crecimiento radicular de las
semillas. La presencia simultdnea de selenio y zinc
(Na;SeOs+ZnS04) favorecid la acumulacion de Se en la
semilla. Los digeridos de garbanzo germinado y
biofortificados con ZnSeOs; mostraron un incremento en la
actividad antioxidante DPPH, siendo 3.75 veces mayor en el
tratamiento que en el control. Asimismo, este tratamiento
logré inhibir la actividad de la enzima angiotensina II, enzima
relacionada con el proceso de vasoconstriccion y la
hipertension arterial, en 1.9 veces con respecto al control
germinado sin biofortificar. En conjunto, los resultados
demuestran que la combinacion de Se y Zn, durante el proceso
de germinacion del garbanzo, potencia sus propiedades
bioldgicas antioxidantes, antihipertensivas y antinflamatorias
en comparacion con la harina de garbanzo germinada y
biofortificada de forma individual con cualquiera de estos

micronutrientes, incluso después de su  digestion
gastrointestinal, lo que indica su estabilidad funcional. La
biofortificaciéon combinada puede convertirse en una estrategia
novedosa y econdémicamente factible para desarrollar
alimentos mas nutritivos, con propiedades benéficas para la

salud.
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