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L.LRESUMEN

El maiz (Zea mays L.) azul y el frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray) son fuente importante
de energia, proteinas, compuestos bioactivos y otros nutrimentos. La principal manera de ingesta
de maiz en México es la tortilla nixtamalizada. Recientemente se ha sefialado el potencial que
brinda la combinaciéon de cereales y leguminosas debidamente procesados como alimentos
nutracéuticos por la funcion que tienen algunos de sus compuestos bioactivos en la prevencion de
enfermedades cronico-degenerativas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de la
adicion de frijol tépari procesado secuencialmente en propiedades nutricionales, normolipidicas y
antihiperglucemiantes de tortillas de maiz azul nixtamalizado. El proceso secuencial incrementd
(p<0.05) el contenido de proteina en frijol (45 %), mejoro la digestibilidad proteinica in vitro (81.6
%), y disminuy6 (p<0.05) compuestos antinutricionales (acido fitico, saponinas, inhibidores de
tripsina y taninos condensados). El contenido de fenolicos totales (31 %), y actividad antioxidante
(ABTS y ORAC, 47% y 94 %) incrementaron (p<0.05) por efecto del proceso secuencial.
Asimismo, fue observado un efecto retardante (p<0.05) en la presencia de radicales libres mediante
el método de eritrocitos. Los aminoacidos esenciales como Met, Cys, Phe y Thr fueron
incrementados (p<0.05) por el proceso secuencial. Mientras que la tortilla de maiz azul
nixtamalizada adicionada con harina de frijol tépari procesado secuencialmente mostré un mayor
(»<0.05) contenido de proteina (>20 %), fenolicos (>14 %), actividad antioxidante (7 y 20 %,
ABTS y ORAC), y un mayor efecto antidiabético, con respecto a la tortilla control. Los ensayos in
vivo mostraron un retraso en la elevacion de la glucosa posprandial, y no se encontraron anomalias
en las histologias evaluadas en higado y rifion por el consumo de la tortilla adicionada. Los
resultados indicaron que la adicion de frijol tépari procesado secuencialmente a la tortilla de maiz
azul nixtamalizada es una alternativa para favorecer el estado nutricional y de salud de algunas
poblaciones donde la tortilla es basica en su dieta.

Palabras clave: Zea mays L, Phaseolus acutifolius, Fermentacion en Estado Solido, Estrusion,
nutracéutico, antidiabético.



ABSTRACT

The blue corn (Zea mays L.) and tepary bean (Phaseolus acutifolius A. Gray) are an important
source of energy, proteins, bioactive compounds, and other nutrients. The main form of maize
consumption in Mexico is nixtamalized tortilla. Recently, the potential provided by the
combination of properly processed cereals and legumes as nutraceutical foods has been highlighted
due to the function of some of their bioactive compounds in the prevention of chronic-degenerative
diseases. The objective of this work was to evaluate the impact of the addition of sequentially
processed tepary bean on the nutritional, normolipidic, and anti-hyperglycemic properties of
nixtamalized blue corn tortillas. The sequential process increased (p<0.05) the protein content in
tepary bean (45 %), improved in vitro protein digestibility (81.6 %), and decreased (p<0.05)
antinutritional compounds (phytic acid, saponins, trypsin inhibitors, and condensed tannins). The
total phenolic content (31%) and antioxidant activity (ABTS and ORAC, 47% and 94%) increased
(»<0.05) due to the sequential process. Likewise, a delaying effect (p<<0.05) was observed in the
presence of free radicals using the evaluation of antioxidant activity based on inhibition of free
radical-induced erythrocyte hemolysis. Essential amino acids such as Met, Cys, Phe, and Thr were
increased (p<0.05) by the sequential process. Meanwhile, nixtamalized blue corn tortilla
supplemented with sequentially processed tepary bean flour showed a higher (p<0.05) protein
content (>20 %), phenolics (>14 %), antioxidant activity (7 % and 20%, ABTS and ORAC), and a
greater antidiabetic effect compared to the control tortilla. /n vivo assays showed a delay in the rise
of postprandial glucose, and no anomalies were found in the histologies evaluated in liver and
kidney due to tortilla consumption. The results indicated that the addition of sequentially processed
tepary bean to nixtamalized blue corn tortilla is a good alternative to promote the nutritional and
health status of some populations where tortillas are basic in their diet.

Keywords: Zea mays L, Phaseolus acutifolius, Solid-State Fermentation, Extrusion, nutraceutical,
antidiabetic.



IL. INTRODUCCION

El maiz (Zea Mays L.) es el segundo grano mas cultivado en el mundo y el de mayor
importancia econdmica para el consumo humano, ganaderia, o como materia prima para productos
industriales. Segun la Secretaria de Economia, México es el séptimo productor de este grano en el
mundo (Secreteria de Economia, 2023). Desde principios del siglo pasado, los cambios ecologicos,
demograficos, econdmicos, sociales y culturales, asi como los avances en la salud publica, han
modificado las caracteristicas de México e incidido en el comportamiento epidemioldgico de las
enfermedades como caracteristicas relacionadas con la presencia de patologias o muertes en la
poblacion de México. En los ultimos afios se ha observado un “cambio de riesgo”. En la primera
mitad del siglo XX, las poblaciones estuvieron expuestas a riesgos en paises que se encontraban en
las primeras etapas de desarrollo social y desarrollo de infraestructura, que cambiaron a medida
que aumentaron el desarrollo y la urbanizacion. Esto ha provocado cambios en el estilo de vida y
la aparicion de otros “tipos de riesgo” que contribuyen principalmente a las enfermedades. Estos
incluyen estrés, tabaquismo, presion arterial alta, falta de ejercicio, hdbitos alimentarios, alimentos

ricos en energia, sobrepeso, obesidad y niveles altos de colesterol (Alvarez-Gasca y col., 2014).

Las dietas ricas en cereales integrales y legumbres se asocian con concentraciones mas bajas
de lipidos y niveles mas altos de fitoquimicos naturales en estos cereales. Los alimentos pueden
tener un efecto sinérgico y controlar la hiperlipidemia al regular varios genes implicados en el
metabolismo de los lipidos (Song y col., 2016; AlKhaldi y col., 2020).

El maiz es un alimento funcional rico en compuestos fendlicos y se considera el grano de
cereal con mayor actividad antioxidante (Adom y Lui, 2002; Adom, 2006). El frijol, por otro lado,
es un alimento completo y rico en carbohidratos complejos, proteinas, fibra y almidon(Mojica y de

Mejia, 2015). Entre otros beneficios, se ha informado que cereales como los frijoles y el maiz



contienen compuestos bioactivos que actian como inhibidores de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa, lo que acelera la absorcion de glucosa y puede reducir la hiperglucemia posprandial.
Los inhibidores de las enzimas digestivas se encuentran comiinmente en alimentos funcionales que
contienen compuestos bioactivos como los polifenoles (Leén-Lopez y col., 2019; Sanchez-Magafia

y col., 2014; 2019; Ledn-Murillo y col., 2021; Secreteria de Economia, 2023).

Diversos tipos de procesamiento permiten el consumo de cereales y leguminosas al lograr un
incremento en la digestibilidad de proteinas, valor nutricional y contenido de fendlicos totales
(Mora-Rochin y col., 2010;Aguayo-Rojas y col., 2012; Reyes-Moreno y col., 2018;Mora-Uzeta y

col., 2019).

Uno de los procesos mas utilizados para los granos de maiz es la nixtamalizacién, un
tratamiento tradicional en el que se agrega cal y el maiz se cuece a alto pH y altas temperaturas. La
adicion de hidréxido de calcio incorpora calcio al grano y mejora su valor nutricional. Las tortillas
son un tipo de alimento nixtamalizado muy extendido en México y se elaboran a base de maiz
(Astorga-Gaxiola y col., 2023). La tortilla brinda el 49.1 % del calcio en la dieta diaria de un

mexicano promedio (Morales-Ramirez y Tapia-Garcia, 2021; Astorga-Gaxiola y col., 2023).

El tempe, por otro lado, es un producto alimenticio que se obtiene mediante la fermentacion
en estado solido (FES) de cereales y leguminosas, proceso por el cual se ha observado una mejora
en el valor nutricional y compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes e hipoglucemiantes
(Mora-Uzeta y col., 2019). Durante la produccion de tempe, la actividad de los microorganismos
(principalmente R. oligosporus) hidrolizan diferentes componentes complejos, lo que genera una
facil digestion y liberacion de compuestos fendlicos (Nout y Kiers, 2005; Ahnan-Winarno y col.,

2021).

Otra tecnologia alternativa que puede mejorar las propiedades funcionales, organolépticas y
nutricionales de los alimentos es la coccion por extrusidn. Esta tecnologia es un proceso continuo

4



de alta temperatura y corto tiempo que combina corte mecdnico y calor para mejorar la
digestibilidad de las proteinas mientras retiene compuestos bioactivos y fibra soluble, asi como
compuestos antinutricionales que pueden causar una disminucion. Por otro lado, también se ha
observado que este proceso puede inhibir microorganismos e inactivar algunas enzimas (Reyes-

Moreno y col., 2018; Espinoza Moreno y col., 2021).

La incorporacion de alimentos procesados ricos en compuestos bioactivos puede mejorar la
calidad nutricional y nutracéutica de la dieta, especialmente cuando se utilizan mezclas de cereales
y legumbres para compensar las deficiencias en aminodcidos esenciales. Por lo tanto, el objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto de la adicion de frijol tépari procesado secuencialmente
mediante  fermentacion/extrusion sobre propiedades nutricionales, normolipidicas y

antihiperglucemiantes de tortillas de maiz azul nixtamalizado.



III. REVISION DE LITERATURA

A Problemas de salud publica y enfermedades crénico degenerativas

Las modificaciones recientes en la calidad de vida, la dieta y el aumento de esperanza de vida
han cambiado los patrones de morbilidad y mortalidad en México y el mundo. El sistema de salud
debe poder responder a las necesidades cambiantes y desarrollar nuevas estrategias para abordar
los desafios actuales de salud, satisfacer el aumento en las necesidades de los pacientes y cambiar
las tendencias en enfermedades prevenibles (Velazquez-Monroy y col., 2003; Gonzalez-Baltazar

y col., 2014; Guaméan-Tacuri y Lopez-Pérez, 2023).

La obesidad y las enfermedades relacionadas estan provocando el colapso del sistema de
salud publica de México. Mas del 70 % de los adultos en este pais tienen sobrepeso u obesidad, al
igual que el 35 % de los adolescentes y casi el 10 % de los nifios menores de cinco afios. Las
enfermedades graves asociadas con estas cifras estan aumentando. Las comorbilidades asociadas a
la obesidad se asocian con la muerte de 170,000 mexicanos anualmente. Cuatro de las cinco
significativas, causan la muerte en México, y estan asociadas con altos indices de obesidad. De
manera similar, mas de 113,000 personas fallecen cada afio por causa de enfermedades
cardiovasculares, y el 50 % de ellas son obesas. Mientras tanto, la diabetes es la segunda causa de
muerte en este pais, con alrededor de 100,000 personas cada afio (el 80 % de ellas se relaciona a la
obesidad) y mas de 34,000 personas con enfermedad de higado graso (el 36 % de ellas causada por

sobrepeso) (Calvillo y Székely, 2018).

La prevalencia de diabetes en México fue de 16.8 % en 2018, convirtiendolo en la segunda
causa de muerte, y la primera causa de discapacidad en el pais (Secretaria de Salud en México,
2018; Velazquez-Monroy y col., 2003; Gonzalez-Baltazar y col., 2014; Basto-Abreu y col., 2023).

Los principales factores de riesgo para desarrollar diabetes incluyen obesidad, desnutricion, falta



de actividad fisica, consumo de alcohol, estrés severo y prolongado, y el uso de medicamentos que
afectan el metabolismo de los carbohidratos (tiazidas, glucocorticoides, difenilhidantoina y
bloqueadores beta-adrenérgicos, entre otros) (NOM-015-SSA2, 1994). Partiendo de un enfoque de
prevencion primaria, es necesario fortalecer el desarrollo de medidas que contribuyan a elecciones
ambientales y poblacionales saludables para reducir la incidencia de esta enfermedad, como la
reduccion de la ingesta de bebidas azucaradas y alimentos altamente procesados (comida chatarra),
asi como aumentar el consumo de agua, alimentos naturales y frescos, y aumentar la actividad

fisica desde edades tempranas (Barquera y col., 2022).

Un enfoque terapéutico para tratar la diabetes es reducir la hiperglucemia, esto se puede
lograr inhibiendo enzimas que hidrolizan los carbohidratos, como la a-glucosidasa y la a-amilasa,
¢ inhibiendo la difusion de glucosa durante la digestion gastrointestinal (Bhandari, 2008; Inocente-
Camones y col., 2019). La a-amilasa participa en la descomposicion de los carbohidratos de cadena
larga, y la a-glucosidasa participa en la descomposicion del almidén y los disacaridos en glucosa.
Los inhibidores de a-glucosidasa se utilizan como medicamentos orales para tratar la diabetes tipo
II. Actlian como inhibidores competitivos de las enzimas a-glucosidasas, necesarias para la
digestion de carbohidratos (Avellaneda, 2013; Inocente-Camones y col., 2019). Sin embargo, los
farmacos utilizados actualmente que inhiben la enzima, provocan efectos secundarios

gastrointestinales como diarrea y flatulencias (Inocente-Camones y col., 2019).

Algunos inhibidores de la a-glucosidasa y la a-amilasa derivados de fuentes vegetales se
pueden utilizar como una terapia alternativa eficaz para tratar la hiperglucemia posprandial con

efectos secundarios minimos o nulos (Alejandro-Espinosa, 2013; Inocente-Camones y col., 2019).



B Alimentos nutracéuticos

El desarrollo de la desnutricion y enfermedades cronico-degenerativas (ECD) se debe, al
menos en parte, a una dieta desequilibrada o inadecuada, un consumo excesivo de calorias, un
estilo de vida sedentario o una predisposicién genética, informacion de la cual existe evidencia

epidemiologica (Liu, 2007; Reyes-Moreno y col., 2014; Sachdeva y col., 2020).

Los llamados nutracéuticos son alimentos o complementos dietéticos que contienen
ingredientes bioldgicamente activos con propiedades beneficiosas para la salud. Se proporciona
una vision general de los complementos dietéticos, explicando sus propiedades y los diferentes
tipos disponibles en el mercado. Estos productos son cada vez méas populares debido a su potencial

para promover la salud y prevenir enfermedades (Sangacha-Arias y col., 2023).

Recientemente, se ha demostrado que los cereales integrales y las legumbres desempefian un
papel en la prevenciéon de ECD, como la obesidad, hipertension, diabetes, enfermedades
cardiovasculares, y el cancer debido a algunos de sus compuestos bioactivos cuando se procesan
adecuadamente como alimentos nutracéuticos (Reyes-Moreno y col., 2018; ; Sanchez-Magana y

col., 2019).

Los alimentos mas indicados como portadores de complementos nutricionales son aquellos
de alta produccion y demanda, especialmente el maiz y el frijol, que forman parte de la dieta basica
de todos los mexicanos, y son considerados los cultivos mas importantes del mundo. El sector
agricola nacional, que cumple diversas funciones nutricionales y socioecondmicas, ha permitido

superar esto hasta la fecha (de los Santos-Ramos y col., 2017).

C  Frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray)

El frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray) es una especie dicotiledonea de la familia

Fabaceae (leguminosas) (Freytag y Debouck, 2002). Originaria del sur de Arizona y el norte de



México. El frijol tépari esta adaptada a temperaturas extremas, y condiciones de sequia del desierto
de Sonora y diversas elevaciones (Anaya-Lopez y col., 2021). Hasta la fecha, los frijoles tepari se
han utilizado principalmente como donantes de un nimero limitado de genes de interés para los
mejoradores de frijol. Ademads, en los ultimos afios se han realizado esfuerzos para cultivar y
mejorar el propio tepari, aprovechando su inherente tolerancia a la sequia y al calor, elemento clave
para enfrentar los futuros desafios climaticos en la produccion de proteina vegetal (Jiménez-

Galindo y Acosta-Gallegos, 2012;Porch y col., 2013; Bornowski y col., 2023).

A pesar de estas caracteristicas destacables del frijol Tépari, su demanda comercial es baja.
Este tipo de grano es localizado principalmente en Sinaloa y Sonora, la mayor parte de su
produccion es para autoconsumo (Jiménez-Galindo y Acosta-Gallegos, 2012; Bornowski y col.,

2023)
1 Estructura del grano de frijol

En el grano de frijol, el embrion consta de dos cotiledones y un complejo hipocétilo formado
por las dos primeras hojas y el propio hipocétilo. En la punta del hipocétilo, encima del nédulo
cotiledonario, hay una yema joven que rodea la yema apical. En las semillas de ftijol, la cdscara
representa el 8.9 % y el porcentaje restante corresponde al embridn, el cual se distribuye en los
cotiledones (89.9 %) y los hipocotilos (1.2 %) (Barrios-Gémez y col., 2014). La cubierta de la
semilla es la capa mas externa de la semilla y protege las estructuras embrionarias del dafio causado

por la absorcion de agua y la contaminacién microbiana.



La Figura 1 muestra las caracteristicas anatomicas de las semillas de frijol. El hilio (un gran
aguijon ovalado) y el micropilo (una pequefia abertura en la cubierta de la semilla) regulan la
absorcion de agua en la semilla. La estructura interna de una semilla incluye el brote (tejido de la
hoja) que consta de dos cotiledones, y el hipocoétilo que contiene el epicétilo (punta del tallo), el
hipocétilo (tallo) y la radicula (raiz). El espesor de la cubierta de la semilla, el volumen de la
semilla, el tamafio del filo, el contenido de proteina y almidon influyen en la absorcion de agua

(Uebersax y Occeiia, 2003; Recek y col., 2021)

2 Composicion quimica de frijol

El Cuadro 1 muestra la composicion quimica de los diferentes tipos de frijol que se
consumen en México. El principal beneficio nutricional de los frijoles tépari reside en las semillas
maduras, que contienen entre un 21 y un 31.9 % de proteinas, entre un 0.9 y un 1.17 % de lipidos,
y entre un 65.3 y un 69.1 % de carbohidratos. Sin embargo, el consumo de semillas de frijol tépari
es muy bajo y no se aprovecha su alto contenido en proteinas y carbohidratos (Sheerens y col.,
1983; Mora-Uzeta y col., 2019). Otra caracteristica nutricional de los frijoles tépari es el contenido
de lisina (7.7 g/100 g de proteina para el tépari silvestre y 6.9 g/100 g de proteina para el tépari
domesticado) y aminoacidos aromaticos (fenilalanina y tirosina 10.2 g/100) en tepari silvestre y
8.8 g/100 g de proteina en tepari de cultivo. Aunque las proteinas de las leguminosas son deficientes
en aminoacidos azufrados (Met y Cys) y triptofano, los frijoles tépari tienen niveles mas altos de
aminoacidos azufrados que los recomendados por 1aFAO (2013) (2.43 g/100 g de proteina), de
igual manera para el triptéfano. Del mismo modo, la suplementacion con proteina de maiz o arroz
(deficiente en Lys pero rica en Met y Cys) mejora su valor bioldgico, aumentando asi el valor de

la proteina consumida (Sheerens y col., 1983; Salas-Lopez y col., 2018).
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Figura 1. Partes anatomicas de la semilla de frijol.

Imégenes adaptadas de Chaffey, (2014), Urry (2017) y Recek y col. (2021).
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Cuadro 1. Composicion quimica de variedades de frijol consumidas en México

Parametros quimicos (%)

Variedad de frijol

Ceniza Lipidos Humedad Fibra CHO’S Proteina (Kcal)
Bayo 4.0 0.9 1.6 55 39.1 43.5 337.4
Pinto 2.5 0.8 2.5 7.1 39.0 48.9 326.5
Peruano 3.6 0.4 22 7.0 60.0 28.3 3222
Negro 33 0.9 22 12.2 39.2 39.7 284.5
Alubia 43 1.6 22 19.8 38.0 354 2229
Flor de Mayo 3.8 0.9 0.1 7.5 46.8 40.9 328.4
Ejote entero 8.2 1.3 0.7 18.6 34.6 36.3 221.5
Vaina 8.3 0.5 0.6 13.2 38.1 39.0 261.1
Semilla 7.8 1.3 3.6 11.3 26.8 49.3 270.1

Adaptada de Fernandez-Valenciano y Sanchez Chavez (2017)
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Comer frijoles se asocia con un menor riesgo de cancer y enfermedades cardiacas. Estos
efectos fisiologicos pueden deberse a varios fitoquimicos abundantes en los granos, incluidos los
polifenoles (Aparicio-Fernandez, 2006; Reyes-Moreno y col., 2014;Quintero-Fernandez y col.,

2022).

3 Compuestos fenolicos de frijol

Rochin-Medina y col. (2021) determinaron el contenido de antocianinas, flavonoides, taninos
condensados y fendlicos totales en nueve tipos de frijol cultivados en Zacatecas. Los contenidos
de antocianinas, flavonoides y taninos varian de 0.22 - 3.45 mg/100 g de equivalente de cianidina-
3-glucosido (EC-3-G), de 16 a 103 mg/100 g de equivalente de catequina (EC) y de 474 a 587 mg
EC/100 g, bs. Mientras tanto, la concentracion de fendlicos totales varid entre 67 y 204 mg de
equivalente de acido gélico (EAG)/100 g, bs. Las mayores cantidades de fenolicos totales (64-93
%) y flavonoides totales (55-81 %) se encontraron en la fraccion ligada. Por otro lado, Salas-Lopez
y col. (2018) y Mora-Uzeta y col. (2019) evaluaron el contenido de compuestos fenoélicos libres,
compuestos fendlicos ligados y compuestos fenolicos totales en frijoles tépari. Los autores
informaron valores medios de 15, 92 y 107 mg de EAG/100 g, respectivamente, en base seca.
Ademés, estos investigadores encontraron que el contenido de flavonoides en las fracciones libres,
insolubles y totales de los granos estan en un rango de 30, 54 y 84 mg de equivalentes de quercetina
(EQ) por 100 g de muestra, respectivamente (Cuadros 2, 3 y 4). Al igual que las variedades de
frijol comun estudiado por Rochin-Medina y col. (2021), encontraron que el mayor contenido de
compuestos fenolicos en los frijoles tépari fue encontrado en la fraccion ligada o insoluble del

grano.
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Cuadro 2. Contenido de antocianinas y taninos condensados de frijol comun

Antocianinas Taninos
Variedad (mg C3G/100 g) (mg EC/100 g)
Alubia Grande 0.25+0.15" 474.45 + 1.41¢
Alubia Chica 0.26+0.17¢ 587.00 + 1.28*
Pinto Saltillo 0.35+0.13¢ 504.70 £ 1.724
Bayo 0.23+0.11 510.16 +1.42¢
Negro San Luis 3.46 +0.14° 500.55 £1.23¢
Garbancillo 0.30 +0.19f 488.19 £2.17¢
Flor de Mayo 0.40 +0.09¢ 537.64 £ 1.48°
Japonés 0.47 £0.15¢ 488.19 + 1.10°
Flor de Junio 0.64 £ 0.14° 587.09 + 1.232

Medias con una letra comun en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05); mg C3E/100 g:
miligramos equivalentes de cianidina-3-glucosido/100 g de muestra; mgEC/100g: miligramos equivalentes
de catequina/100g de muestra. Tomado de Rochin-Medina y col. (2021).
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Cuadro 3. Contenido de flavonoides de diversas variedades de frijol.

Flavonoides (mg EC/100g)

Variedades de frijol Libres Ligados Totales Referencia
Pinto Saltillo 7.81£1.04" 27.12+1.834 34.93+1.77¢ 1
Bayo 13.2842.28¢ 54.66+1.06¢ 67.94+1.60¢ 1
Negro San Luis 16.49+1.87¢ 72.924+1.75% 89.41£1.20° 1
Garbancillo 9.79+1.95f 29.68+1.35f 39.47+1.54f 1
Flor de Mayo 21.71+1.92° 55.62+1.21°¢ 77.33+1.53¢ 1
Japonés 21.54+1.59¢ 40.91+1.48¢° 62.45+1.56¢ 1
Flor de Junio 32.57+2.16° 70.82+1.32° 103.39+1.112 1
Frijol Tépari* 29.53+0.47 53.93+1.96 83.46+1.87 2

Medias con una letra comun en la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05); mg
EC/100g: miligramos equivalentes de catequina/ 100g; *concentracion expresada en mg equivalentes de
quercetina/100 g de muestra.

'Rochin-Medina y col. (2021); *Mora-Uzeta y col. (2019).
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Cuadro 4. Contenido de compuestos fendlicos de variedades de frijol

Compuestos fendlicos (mg EAG/100 g)*

Variedad de frijol Libres Ligados Totales Referencia
Alubia Chica 24.35+1.13¢ 43.55+1.131 67.90+1.49 1
Alubia Grande 7.32+1.85 64.41+1.40" 71.73+1.59" 1
Pinto Saltillo 7.34+1.69" 94.58+1.31¢ 101.92+1.25¢ 1
Bayo 12.66+1.66° 133.26+1.04¢ 145.92+1.02¢ 1
Negro San Luis 31.96+1.41° 139.45+1.43° 171.41+1.48° 1
Garbancillo 8.87+1.01¢ 119.41£1.00f 128.28+1.44f 1
Flor de Mayo 38.91+1.59° 121.39+1.40¢° 160.30+1.21°¢ 1
Japonés 25.00+1.614 125.19+1.664 150.1941.494 1
Flor de Junio 45.87+1.232 158.50+1.47* 204.37£1.312 1
Frijol Tépari 15.38+1.15 92.254+0.38 110.64+1.34 2

Nota. Medias con una letra comiin en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05); *mg
EAG/100 g: miligramos equivalentes de acido galico/100 g de muestra en base seca: 'Rochin-Medina y col.

(2021); *Mora-Uzeta y col. (2019)
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4 Factores antinutricionales de frijol

Las legumbres contienen muchas sustancias bioactivas como inhibidores de enzimas,
lectinas, fitatos, oligosacaridos y compuestos fenolicos, que desempeiian un papel metabdlico en
humanos y animales que consumen estos alimentos con frecuencia. Algunas de estas sustancias se
consideran agentes antinutricionales porque afectan la calidad de la dieta. Los inhibidores de
enzimas y los inhibidores de lectinas pueden reducir la digestibilidad de las proteinas y la absorcion
de nutrientes, respectivamente, pero ambos tienen poco efecto después de la coccion. Por otro lado,
se ha reportado que el acido fitico puede reducir la biodisponibilidad de minerales (Ledén-Lopez y

col., 2018).

Algunos compuestos fenolicos pueden disminuir la digestibilidad de las proteinas y la
biodisponibilidad de minerales, y los galacto oligosacaridos pueden provocar hinchazon.
Asimismo, estos compuestos pueden ejercer efectos protectores contra tipos diferentes de cancer.
El acido fitico tiene efectos antioxidantes y se dice que protege el ADN. Los taninos condensados
e hidrolizados se consideran poderosos agentes antioxidantes, antimutagénicos y anticancerigenos.
Los compuestos fendlicos como los flavonoides y los acidos fenolicos muestran propiedades
antioxidantes y otras propiedades especificas, y los galactooligosacaridos pueden ejercer actividad

prebiotica (Messina, 2014; Ledn-Lopez y col., 2018; Nath y col., 2022)

Es importante sefialar que algunos de estos factores son termolébiles y pueden inactivarse o
reducirse mediante procesos como coccion, escaldado, tostado y extrusion. Por otro lado, procesos
como el germinado, remojo, fermentacién, coccidbn y/o escaldado eliminan factores
termoestabilizadores, lo que conduce a una mayor digestibilidad y mejores propiedades

organolépticas del producto (Elizalde y col., 2009; Brea-Maure y col., 2022).
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5 Propiedades nutracéuticas de frijol

Recientemente, el interés en diferentes tipos de frijoles ha aumentado, ya que la ingesta de
esta leguminosa se ha relacionado con un riesgo reducido de enfermedades cronico degenerativas,
como las cardiovasculares, diabetes, hipertension y obesidad (Reynoso-Camacho y col., 2007;
Hayaty col., 2014; Rochin-Medina y col., 2021). Diversos estudios han informado sobre la relacion
inversa entre el consumo de frijol y el cancer de colon (Vergara-Castafieda y col., 2010; Cruz-
Bravo y col.,, 2011; Rochin-Medina y col.,, 2021). Los efectos fisiologicos anteriormente
mencionados se deben principalmente a la presencia de compuestos bioactivos con propiedades
anticancerigenas y antioxidantes. (Thompson y col., 2012; Hayat y col., 2014; Rochin-Medina y

col., 2021).

Los principales compuestos bioactivos en las legumbres son compuestos fendlicos como
acidos fenolicos, flavonoides, taninos, y antocianinas (Guajardo-Flores y col., 2013; Wang y col.,

2013; Hayat y col., 2014; Rochin-Medina y col., 2021).
6 Propiedades antidiabéticas de frijol

Algunos ingredientes bioactivos pueden actuar inhibiendo el mecanismo de accion de las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, reduciendo la tasa de absorcion de glucosa y la hiperglucemia
posprandial. Los inhibidores de enzimas digestivas se encuentran comunmente en alimentos

funcionales que contienen compuestos bioactivos como polifenoles (Nawaz y col., 2022).

Las condiciones hiperglucémicas también promueven la produccion de radicales libres
generando un estado de estrés oxidativo en el organismo. El estrés oxidativo reduce la secrecion
de insulina e inhibe la absorcion de glucosa en los musculos y los adipocitos (Hasim y col., 2017).
Por lo tanto, el cuerpo requiere alimentos ricos en antioxidantes para prevenir el estrés oxidativo

de las condiciones hiperglucémicas. Por tanto, para evaluar el potencial antidiabético de los
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alimentos funcionales es importante determinar la actividad antioxidante y la concentracion de

inhibidores de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (Rochin-Medina y col., 2021).

7 Propiedades antioxidantes de frijol

Rochin-Medina y col. (2021) evaluaron la capacidad antioxidante de siete variedades de frijol
comun mediante la prueba DPPH (Cuadro 5), estos autores observaron valores que oscilaron entre
243 y 1,282 umol equivalentes de Trolox (TE)/100 g. Por otro lado, Mora-Uzeta y col. (2019)
informaron que los valores de actividad antioxidante de los frijoles tépari fueron 6,885 pmol
ET/100 gramos de muestra, y 8,169 umol ET/100 gramos de muestra, en ensayos ORAC y ABTS,

respectivamente.

D  Maiz (Zea mays L.)

Es el grano mas cultivado en el mundo y es fuente importante de energia, proteinas y otros
nutrientes para humanos y animales. Sin embargo, la calidad de la proteina del maiz es deficiente
debido a la falta de aminoécidos esenciales como lisina (Lys) y triptéfano (Tip) (FAOSTAT, 2020;
Anaya-Lopezy col., 2021). El Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT)
de México y el Instituto Nacional Forestal, Agricola y Ganadero (INIFAP) desarrollaron 26
hibridos y variedades de maiz de alta calidad proteica (QPM) con rendimientos e importantes
propiedades agrondmicas similares al maiz, pero con una calidad proteica superior al contener casi
el doble de Lys y Trp que el maiz normal (Gutiérrez-Dorado y col., 2008; Escalante-Aburto y col.,

2019).

La produccion nacional de maiz en 2021 super6 los 27 millones de toneladas. México es el
séptimo productor mundial de este grano. Su participacion en la produccion nacional de cereales

es del 88.2 % y se cultiva en 32 estados del pais.
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Cuadro 5. Actividad antioxidante de diferentes variedades de frijol

Capacidad antioxidante (pmol ET/100 g)*

Variedades Libres Ligadas Total Referencia
Alubia Grande' 53.05 £ 1.10 190.54 + 1.011 243.59 + 1.00 1
Alubia Chica' 150.87 & 1.34f 242.13 £ 1.39" 393.00 + 1.42" 1
Pinto Saltillo® 118.97 +£1.33h 421.06 £ 1.42f 540.03 +1.328 1
Bayo' 172.10 £ 1.35¢ 387.99 + 1.10¢8 560.09 £ 1.12f 1
Negro San Luis’ 218.07 +1.344 1064.63 + 13.45° 1282.70 + 15.302 1
Garbancillo' 120.36 + 1.44¢ 661.66 + 1.50° 782.02 + 1.45° 1
Flor de Mayo' 355.25+1.32° 602.69 = 1.36¢ 957.94 + 1.18¢ 1
Japonés® 307.42 +£1.28¢ 589.88 + 1.16° 897.30 = 1.04¢ 1
Flor de Junio® 376.10 + 0.98¢% 721.00 £ 1.41° 1097.10 +13.13° 1
Frijol Tepari® 2446+317 4438+169 6885+205 2

Frijol Tepari' 2302487 5867+60 8169+147

Medias con una letra comtin en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05); * umol ET/100
g: micromol equivalentes de trolox/ 100 g de muestra; factividad antioxidante evaluada por el método
DPPH; ‘actividad antioxidante evaluada por el método ORAC; Yactividad antioxidante evaluada por el

método ABST; 'Rochin-Medina y col. (2021); *Mora-Uzeta y col. (2019)
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Entre los principales estados productores se encuentran Sinaloa, Jalisco, México, Guanajuato y

Michoacan (Secretaria de Economia, 2023).
1  Estructura anatémica del grano de maiz

El grano de maiz maduro (Figura 2) es un fruto que consta de 4 partes principales: el tallo,
el endospermo, el pericarpio (cascara o salvado) y el germen o embrion. El tallo es la estructura
celular que une el grano a la mazorca. Consiste en un haz vascular que termina en la base del
pericarpio y estd compuesto por una capa externa exfoliada que sella la punta del grano maduro. A
esta capa le sigue una serie de células parenquimatosas en forma de estrella que se unen en sus
puntas para formar una estructura fragil y porosa. La cascara o pericarpio es la cascara o cubierta
exterior del grano que actiia como elemento protector. El endospermo es el almacén de energia del
grano, representa hasta el 80 % del peso del grano y contiene aproximadamente un 90 % de almidon
y un 9 % de proteina. El germen contiene una gran cantidad de energia en forma de aceite, que
tiene la funcion de nutrir a la planta al inicio de la temporada de crecimiento, asi como muchas
otras sustancias necesarias para el proceso de germinacion y crecimiento (Watson, 1987; Wolf'y

col., 1990; Asturias, 2004; Mora-Rochin y col., 2019).
2 Composicion quimica del grano de maiz

Los granos de maiz son una materia prima rica en carbohidratos, principalmente almidon,
cuyo contenido oscila entre 58.0 y 71.5 % (Cuadro 6). El contenido de proteina de las variedades
azules es superior al de las variedades de maiz amarillo y blanco, oscilando entre el 9.1 y el 13.1
%. El contenido de lipidos de las variedades azules es del 4.5 al 6 % (Mutlu y col., 2018; Mora-
Rochin y col., 2019). Los acidos grasos mas abundantes en el grano de maiz son los insaturados,
como el 4cido linoleico y el acido oleico (aproximadamente 12 % cada uno). También contiene

acidos grasos saturados, como el acido estearico y el acido palmitico en menor cantidad.
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Figura 2. Estructura del grano de maiz.

Imagen adaptada de Hoseney y Faubion, (1992)
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Cuadro 6. Composicion quimica del grano de maiz

Fraccién del Componente (%)
grano Almidon Proteina Lipidos Azucares Cenizas
Grano entero 71.5 10.3 4.8 2.0 1.4
Endospermo 86.4 9.4 0.8 0.6 0.3
Germen 8.2 18.8 34.5 10.8 10.1
Pericarpio 1.3 3.7 1 0.3 0.8
Pedicelo 53 9.1 3.8 1.6 1.6

Imagen adaptada de Wolf'y col. (1990).
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La composiciéon del maiz azul es variable y depende de muchos factores, incluidas las
condiciones climaticas, la variedad, el método de cultivo y fertilizacion (Camelo-Méndez y col.,

2017; Mutluy col., 2018; Nankar y col., 2020; Smorowska y col., 2021; Mora-Rochin y col., 2023)

3 Valor nutricional del grano de maiz

La proteina del maiz se considera nutricionalmente desequilibrada porque la zeina, la
proteina de almacenamiento mas abundante, no contiene cantidades suficientes de aminoacidos
esenciales como lisina, triptéfano y metionina (Gayral y col., 2016). La deficiencia de aminoécidos
esenciales en el maiz ha dado lugar a dos estrategias para afrontarla. La primera es incorporar
proteinas con composicion de aminoacidos complementarios, como las proteinas de las
leguminosas, en productos de maiz como las tortillas. En segundo lugar, estos productos se
complementan con L-aminoacidos libres como lisina y triptofano en las concentraciones requeridas

(Akalu y col., 2010;Astorga-Gaxiola, 2023).

De elegir la primera opcidn, se debe considerar que agregar otra fuente de proteina cambiara
las propiedades sensoriales. En la segunda opcion se debe controlar la adicién de aminoécidos, ya
que una suplementacion excesiva de aminoacidos puede provocar efectos toxicos y antagonismo

de aminoacidos (Astorga-Gaxiola, 2023).
4  Compuestos bioactivos del grano de maiz azul

Los fitoquimicos mas importantes de los cereales existen en forma libre, ligada y ligada
soluble. Los compuestos bioactivos mas abundantes en los granos de maiz azul incluyen los acidos

fendlicos y las antocianinas, que son los mas significativos (Liu, 2007; Samman y col., 2022).
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Los acidos fendlicos y antocianinas mas abundantes en el maiz azul se enumeran en los

Cuadros 7y 8,y Figura 3.
5  Acidos fenélicos de maiz

Los acidos fendlicos son un grupo de compuestos que se encuentran en altas concentraciones
en los granos de maiz (Liu, 2007). Tienen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo en
su estructura (Xiao y col., 2015). En el maiz azul, la mayoria de los 4cidos fendlicos se encuentran
en forma conjugada o unidos mediante enlaces éster a componentes de la pared celular como
celulosa, proteinas y hemicelulosa, y solo unas pocas formas son libremente solubles y pueden
extraerse facilmente sin tener que hidrolizarse (Cuevas-Montilla y col., 2011; Astorga-Gaxiola y
col., 2023). Se ha informado que existen mas de nueve acidos fenolicos diferentes en el maiz azul
(Cuadro 7) (Cuevas-Montilla y col., 2011; Zilié¢ y col., 2012). Entre estos, el 4cido ferulico es el
mas comun (90 %), seguido del &cido difertlico y el dcido cumarico (Mora-Rochin y col., 2010;

Urias-Lugo y col., 2015;Samman y col., 2022).
6  Antocianinas en maiz

La estructura base de las antocianinas consta de dos anillos aromaticos (A y B) conectados por
un heterociclo de tres carbonos (C) que contiene oxigeno (Figura 3). En su forma natural, esta
estructura estd esterificada en uno o mas glisidos y es denominada antocianina simple. La
glicosilacion en la posicion tres de la estructura es la mas comun. Los glisidos mas cominmente
vinculados son la glucosa, ramnosa, galactosa, xilosa y arabinosa. Si una molécula tiene un residuo
acilo ademas de un azficar, se denomina antocianina acilada un acido orgénico aromatico como el

acido fertlico o el 4acido cafeico (Francis y Markakis, 1989).
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Cuadro 7. Perfil de &cidos fenolicos y antocianinas en granos de maiz azul

Contenidos de fendlicos de variedades de maiz azul (mg/kg)

Acido fenélico CHIH 365 CHIH 367

CHIH 503

OPOKA

Acido galico 154.01 £8.76°  163.75 £ 8.63°
Acido
protocatéquico 9.09 £ 0.65° 9.78 £0.79°
(-)- Epicatequina - 15.67 £ 1.08°
Acido clorogénico

95.66 + 4.98° 87.13 £4.05¢
Acido
neoclorogénico 66.21 £2.11¢ 118.25 +7.04°

Procianidina B2 101.96 +£6.77°  93.18 +4.888¢

Acido caféico 304.65+12.28° 323.79+13.12b

Acido ferulico 185.24 £ 9.26°¢ 105.35 + 6.944

Acido cinamico 4.56+0.51° 3.99 +0.26¢

Total 921.38 920.89

108.85 + 6.92¢

10.78 £ 0.78°

21.57+1.87%

165.42 + 8.66°

134.34 +5.78

154.38 £ 6.932

544.65 £ 15.28%

246.88 +10.73?

7.70 £ 0.54°

1394.57

190.48 £9.112

36.87 +£2.85°

9.07 £ 0.86°

72.94 £3.61¢

23.18 +2.02¢
76.12 + 4.134
274.97 + 11.324
230.07 + 10.98P
7.04 +0.47°

920.74

a-d: grupos homogéneos segun la prueba de Duncan. Adaptada de Smorowska y col. (2021)
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Cuadro 8. Principales antocianinas y acidos fenolicos reportados en granos de maiz azul

Antocianinas Acidos Referencias
fenolicos
Cianidina-3- Acido galico Mora-Rochin y col. (2016), Lao y Giusti

glucosido

Pelargonidina-3-
glucosido

Peonidina-3-
glucosido

Cianidina-3-(6""-
malonilglicésido)

Pelargonidina-3-(6”’-
maolonilglucésido)

Peonodina-3-
(6’’malonilglucésido)

Cianidina-3-
(succinilglucésido)

Cianidina-3-4-
diglucésido

Cianidina-3-succinil-
glucdsido

Cianidina-3-
rutinésido

Acido vanilico

Acido siringico

Acido p-
hidroxibenzodico

Acidoo
protocatéquico

Acido ferulico

Acido caféico

Acido sinapico
Acido p-

cumarico

Acido di-
feralico

(2016), Urias-Lugo y col. (2015), Yang y
Zhai (2010), Castafieda-Ovando y col.
(2008). Zili¢ y col. (2012), Sanchez-
Madrigal y. (2015),Pedreschi y Cisneros-
Zevallos (2007)

Mora-Rochin y col. (2016), Urias-Lugo y
col. (2015), Castafieda-Ovando y col.
(2008), Sanchez-Madrigal y col. (2015).
Escalante-Aburto y col. (2016). Pedreschi y
Cisneros-Zevallos (2007)

Zhao y col. (2008), Salinas-Moreno y col.
(2003), Castafieda-Ovando y col. (2008)

Zili¢ y col. (2012), Salinas-Moreno y col.
(2003), Cuevas-Montilla y col. (2011), Yang
y Zhai (2010)

_Lao y Giusti (2016), Zhao y col. (2008),
Zili¢ y col. (2012), Cuevas-Montilla y col.
(2011)

Cuevas-Montilla y col. (2011). Yang y Zhai
(2010), Uias-Lugo y col. (2015)

Lao y Giusti (2016), Urias-Lugo y col.
(2015)

Escalante-Aburto y col. (2016), Zili¢ y col.,
(2012)

Mora-Rochin . (2016), Abdel-Aal y Hucl
(1999), de la Parra y col. (2007)

Abdel-Aal y Hucl (1999), Zili¢ y col.
(2012), Urias-Lugo y col. (2015), del Pozo-
Insfran y col. (2007)
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Antocianinas R1 R2

Cianidina-3-glucésido OH H
Pelargonidina-3-glucosido H H
Ponidina-3-glucésido OCH3 H
Cianidina-3-(6"’-malonilglucésido) OH COCH.COOH
Pealrgonidina-3-(6"’- H COCH,COOH
malonilglucdésido)

Peonidina-3-(6’’-malonilglucésido) OCH3 COCH2COOH

Figura 3. Estructura quimica de 6 antocianinas en el maiz azul. Adaptada de Lao y Giusti (2016)

y Menchaca-Armenta (2020)
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Entre los cereales, el maiz azul es una de las fuentes importantes de antocianinas (Mora-
Rochin y col., 2016; Somavat y col., 2018). El maiz azul debe su color a la acumulaciéon de
antocianinas en la capa de aleurona que rodea el endospermo de los granos (Mora-Rochin y col.,
2016). La estructura examinada de las antocianinas en las variedades azules mostro 16
antocianidinas diferentes, incluida, en mayor cantidad cianidina-3-glucdsido que constituye
aproximadamente el 75 % de las antocianidinas, seguida por pelargonidina-3-glucésido y
peonidina-3-glucésido (Figura 3) (Nankar y col., 2016; Mutlu y col., 2018). Un estudio reportado
por Smorowska y col. (2021) en maiz azul, encontr6 que las antocianinas en mayor cantidad fueron

pelargonidina, seguida de la cianidina-3-glucésido y otros derivados de glucosidos.
7  Propiedades nutracéuticas del grano de maiz azul

Las propiedades nutracéuticas del maiz azul se encuentran asociadas a su actividad biologica
(antioxidantes) resultante de su contenido de metabolitos secundarios (acidos fenodlicos y
antocianinas) (Visioli, 2000). Estos compuestos tienen efectos antidiabéticos y antiobesidad, y
actiian como agentes neuroprotectores (Prior y col., 2005; Tsuda, 2012), disminuyen la inflamacién
la mutagénesis (Zhao y col., 2008; Zhu y col., 2013), y el desarrollo de células cancerosas (Urias-
Lugo y col., 2015). De manera similar, ejercen efectos protectores cardiovasculares (Li y col.,
2012), y también tienen efectos protectores contra nefropatia que se desarrolla en pacientes

diabéticos tipo II (Li y col., 2012; Samman y col., 2022).

Los compuestos organicos polifenodlicos contenidos en el grano de maiz azul, tienen una serie
de actividades biolodgicas, incluida la actividad antidiabética (Damian-Medina y col., 2020), y
antioxidante (Gaxiola-Cuevas y col., 2017). Participan en interacciones celulares y en la activacion
de enzimas y receptores, regulan la apoptosis y apoyan el sistema nervioso (Ozcan y col., 2014;

Bhuyan, 2017). Ademas, desarrollan un rol importante en la prevenciéon de enfermedades
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cardiovasculares, se utilizan en la terapia contra el cdncer y también contribuyen a la prevencion
de la obesidad, la hipoglucemia y la diabetes (Miguel, 2011; Szaniawska y col., 2015; Smorowska

y col., 2021).

Por otro lado, los alcaloides, flavonoides, fenoles, saponinas, taninos y fitoesteroles presentes
en los extractos etandlicos de seda de maiz, han demostrado actividad inhibidora contra la a-
amilasa y a-glucosidasa, en comparacion con la acarbosa estandar (Sabiu y col., 2016; Gamez-

Valdez y col., 2021).

8 Propiedades antidiabéticas de maiz

De acuerdo con un estudio que realizd6 Smorowska y col. (2021), demuestra que diferentes
variedades de maiz azul en estudio, fueron mds ricas en compuestos bioactivos (compuestos
polifendlicos—antocianinas, especialmente cianidin-3-(6’-malonilglucésido) y pelargonidina-3-
(6"-malonilglucésido) que las variedades de maiz amarillo estudiadas, mientras que la fraccion
lipidica (rico en acidos grasos oleico y linoleico) fue responsable de la actividad inhibidora de la

a-amilasa mas que la fraccion de polifenoles.

Los resultados en cuanto a la actividad antidiabética (Cuadro 9) muestran que los extractos
de las variedades de maiz azul y amarillo, en ausencia de dilucion, inhiben el efecto de la a-amilasa
en un 100 %. Con una dilucion de 5 veces, los extractos de KUSKUN inhiben la actividad
enzimatica probada en un 90 %. Con una dilucién de 10 veces, y una dilucion de 25 veces, solo el
extracto de maiz azul CHIH 365 inhibi¢ la actividad de la a-amilasa en un 100 %. El otro maiz en
estudio mostré una inhibicion del 55 al 29 %, el extracto de OPOKA fue del 12 %, y el extracto de

KUSKUN no mostr6 actividad para esta propiedad.
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Cuadro 9. Actividad antidiabética de extractos de maiz

% de inhibicion de a-amilasa

Variedad Extracto Dilucion Dilucion Dilucién Dilucién Dilucién
dede maiz  cruydo 1:5 1:10 1:25 1:50 1:100
CHIH 365 100 100 100 100 75 55
CHIH 367 100 100 73 60 50 50
CHIH 503 100 100 61 58 32 28.9
OPOKA 100 100 47 40 33.3 12.3
KUSKUN 100 90 51.7 42.3 No No
cuantificable cuantificable

Adaptada de Smorowska y col. (2021)

31



9 Propiedades antioxidantes de maiz

Las reacciones en cadena provocadas por radicales libres se aceptan generalmente como un
mecanismo de oxidacion degenerativa en los tejidos biologicos. La capacidad antioxidante es la
aptitud de erradicar radicales reactivos de oxigeno, superoxido, oxigeno singlete, perdxido,
perdxido de hidrogeno y radicales hidroxilo (Li-Shu y Stoner, 2008). Las propiedades antioxidantes
del maiz azul se han estudiado ampliamente en pruebas celulares in vitro y experimentos con
animales in vivo. Los métodos in vitro incluyen la reduccion de la actividad antioxidante del hierro,
la actividad quelante de metales, y la capacidad de eliminacion de radicales del DPPH y ABTS.
Los modelos in vivo, por otro lado, incluyen estudios con ratas y ratones. Una investigacion
realizada por Zhang y col. (2014) demostré que la ingesta de una dieta con maiz azul a ratas las
cuales presentaban dafio oxidativo en el higado y rifidon aumento la capacidad antioxidante de estos

organos y redujo el dafio oxidativo.

Es bien sabido que los fitoquimicos como los acidos fenolicos y las antocianinas tienen una
excelente capacidad antioxidante dependiendo de su estructura (Cai y col., 2006;Rashmi y Negi,
2020). El poder antioxidante de las antocianinas esta influenciado por: (a) Numero de grupos
hidroxilo; (b) catecol en el anillo B; (c) ion oxonio en el anillo C; (d) patrones de hidroxilaciéon y
metilacion; (e) acilacion; (f) glicosilacion (Yang y Zhai, 2010; Rashmi y Negi, 2020). La
glicosilacion de antocianinas reduce su capacidad para deslocalizar electrones, lo que reduce su
actividad eliminadora de radicales en comparaciéon con las agliconas (Li-Shu y Stoner, 2008;

Rashmi y Negi, 2020).

El aporte de los sustituyentes sobre el anillo B crea la eficiencia de la capacidad antioxidante,
y el poder de estos grupos es: OH>>OCH3>>>>H, por lo que la capacidad antioxidante es del
orden de delfinidina>petunidina >malvidina>> >cianidina>peonidina>pelargonidina (Rossetto y

col., 2007;Rashmi y Negi, 2020). Ademas, los atomos de oxigeno de las moléculas de antocianina
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estan cargados positivamente, lo que las convierte en fuertes donantes de atomos de hidréogeno

(Kong y col., 2003; Rashmi y Negi, 2020).

En este sentido, algunas antocianinas y sus agliconas asimilan la actividad de antioxidantes
que se conocen como Trolox y a-tocoferol, y se ha informado que superan la actividad antioxidante

del &cido ascorbico (Kéhkonen y Heinonen, 2003; LaFountain y Yuan, 2021)

10 Formas de consumo de maiz

La nixtamalizacion es la forma principal de procesamiento del maiz en México y
Centroamérica. El proceso de nixtamalizacion (Figura 4), que tiene su origen en el nahuati nishtli
(ceniza) y tamari (masa), se transmitié de generacion tras generacion en Mesoamérica y aun se
realiza hoy como en la época prehispanica. Se comienza agregando aproximadamente un 1 % de
solucion de cal en dos partes al maiz. Hervir esta preparacion durante 50-90 minutos, luego remojar
en agua de coccion durante 14-18 horas. Luego del remojo, se retira el agua de coccion, la cual se
conoce como nejayote, y se lava el maiz de 2 o 3 veces con agua suficiente y con cuidado de no
desprender el pericarpio ni el germen del maiz. Asi se obtiene el maiz nixtamalizado o nixtamal.
El maiz nixtamalizado se muele en metate para hacer una masa, a partir de la cual se forman discos
a mano y luego se cocinan en comal de barro para hacer tortillas (Mora-Rochin y col., 2019;

Astorga-Gaxiola y col., 2023).

La masa también es el ingrediente basico para hacer totopos, tostadas o totopos de maiz o
fritos. Los productos elaborados con maiz también son muy populares en Estados Unidos y otros
paises europeos. Dos excelentes bocadillos nixtamalizados, los chips de tortilla y las tostadas, son
los segundos bocadillos mas vendidos en el mundo después de las papas fritas (Mora-Rochin y

col., 2019)
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Figura 4. Proceso de nixtamalizacion. Fuente: Adapatado de (Astorga-Gaxiola, 2023)
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Después de nixtamalizar el maiz para hacer tortillas, el contenido poteinico no se ve afectado
significativamente. Las diferencias en el contenido de proteinas en los informes existentes se deben
al hecho de que existen variedades y diferencias en el contenido de proteinas entre las distintas
variedades del maiz. La digestibilidad de las proteinas se reduce ligeramente tanto en el nixtamal
como en las tortillas, pero esto se relaciona con el tiempo de coccion y las concentraciones de
hidréxido de calcio, debido a que la coccién altera prolaminas, haciéndolas menos digeribles. El
contenido de triptéfano y lisina no se ve alterado significativamente, incluso posteriormente de que
el maiz se somete a nixtamalizacion y produccion de tortillas, se produce una pequefia pérdida

(Astorga-Gaxiola y col., 2023).

El Cuadro 10 muestra el valor nutricional de las tortillas. Otra gran ventaja es que durante
este proceso permanece sobre el grano una membrana semipermeable llamada aleurona,
minimizando la pérdida de nutrientes en el Nejayote a través de un fendmeno llamado lixiviacion

(Asturias, 2004; Mora-Rochin y col., 2010; Astorga-Gaxiola y col., 2023).

Con aproximadamente 12 millones de toneladas de tortillas consumidas por persona al afio,
este alimento étnico es la mas buscada en el pais. Las zonas rurales aportan aproximadamente el
70 % de las calorias y el 50 % de las proteinas que consume la poblacion cada dia. Por lo tanto, en
Meéxico las tortillas son un excelente medio para mejorar la calidad nutricional de la dieta, ya que
son el producto mas consumido por la poblacion mexicana (Mora-Rochin y col., 2019;Astorga-

Gaxiola y col., 2023).

E  Alimentos elaborados con mezclas maiz-frijol

A pesar de todos los beneficios que se derivan de la nixtamalizacién, es claro que los

alimentos provenientes de esta técnica deben complementarse con otros granos como el frijol,
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Cuadro 10. Valor nutritivo de la tortilla

Composicion Cantidad (g)
Humedad 45.89
Energia 218 Kcal
Proteina 5.7
Lipidos 2.85
Carbohidratos 44.64
Fibra total 6.3
Calcio 81

Fuente: FDA (2020)
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frutas y vegetales, que son parte de la dieta tradicional mexicana (Asturias, 2004; Leon-Lopez y
col., 2021; Astorga-Gaxiolay col., 2023). En general, el maiz y el frijol forman una mezcla perfecta
para producir alimentos nutritivos y saludables. La parte proteica de los granos de maiz y frijol se
complementan entre si, y aportan grandes cantidades de sus respectivos aminoacidos limitantes

(Grajales-Garcia y col., 2011; Reyes-Moreno y col., 2014;Astorga-Gaxiola y col., 2023).

Ademaés de su complementacion nutricional, las mezclas de maiz-frijol pudieran contener
una mayor variedad de compuestos bioactivos que contribuyen a diversificar las propiedades
bioldgicas de los materiales individuales de partida, generando un alimento funcional mas

completo.

F  Meétodos de procesamiento de ingredientes alimenticios

Los métodos de procesamiento afectan la idoneidad de los ingredientes para producir
diversos productos alimenticios. Estos métodos cambian las propiedades de las matrices
alimentarias como la capacidad de hinchamiento, capacidad de absorcion de agua, capacidad de
absorcion de aceite, estabilidad de la emulsion, densidad aparente, gelatinizacidn, solubilidad en
agua, capacidad de formacion de espuma, gelificacion, viscosidad y la emulsificacion (Ifeanacho
y Ezecheta, 2020). Ademas, en leguminosas como el frijol, estas deben ser procesadas antes del
consumo humano, ya que el procesamiento no solo altera e inactiva los factores antinutritivos, sino
que también pueden mejorar la digestibilidad o el contenido de aminoacidos de los productos

obtenidos (Nosworthy y col., 2018).

Dentro de estos métodos de procesamiento se encuentran la fermentacion en estado sélido
(FES) y la extrusion, los cuales son ampliamente utilizados en leguminosas y cereales, y ademas
se ha observado que mejoran caracteristicas nutricionales, contenido fitoquimico y propiedades

nutracéuticas y organolépticas con respecto a los granos no procesados (Mora-Rochin y col., 2010;
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Reyes-Moreno y col., 2018; Sanchez-Magafa y col., 2014; 2019). Estos métodos y sus beneficios

seran abordados en las siguientes secciones de este documento.

1. Fermentacion en Estado Solido (FES)

El procesamiento por FES por definicion se conoce como la proliferacion de
microorganismos, principalmente hongos, de manera superficial en sustratos solidos, himedos y
porosos. Esta humedad es suficiente para sostener el desarrollo y el metabolismo de los
microorganismos. El proceso se lleva a cabo con poca o ninguna agua entre los granos utilizados.
Esta condicion beneficia al crecimiento de hongos filamentosos gracias a su especial capacidad
para colonizar los espacios interparticulas de matrices s6lidas (Ahnan-Winarno y col., 2021). La
FES es una forma sencilla y econémica de favorecer el valor nutricional de los cereales, ya que los
cereales provocan cambios deseables en la disponibilidad de nutrientes, textura, propiedades
sensoriales, propiedades antioxidantes y nutracéuticas de las matrices alimentarias (Sanchez-

Magaia y col., 2014; Mora-Uzeta y col., 2019).

a Tempe

El tempe es un pastel blanco grisaceo (Figura 5) que se obtiene mediante la fermentacion en
estado solido de granos de soya. Sin embargo, también se han usado otros sustratos como granos
de cereales y leguminosas para producir tempe con excelentes caracteristicas organolépticas,
nutricionales y nutracéuticas (Rochin-Medina y col., 2015; Mora-Uzeta y col., 2019; Sanchez-

Magafia y col., 2019).

El tempe es originario de Indonesia, donde se considera un alimento comtn que proporciona
proteinas en la dieta. La produccion de tempe incluye el remojo, descascarillado, lavado, ebullicion,
el drenaje, enfriamiento, inoculacion y envasado (Figura 6). Los métodos tradicionales de

produccion de tempe varian mucho, hay al menos 8§ variaciones de como y en qué orden se
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Figura 5. Tempe de frijol tépari. Obtenida de Ochoa-Sandoval (2024)
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Figura 6. Proceso de elaboracion de tempe. Tomada de Sdnchez-Magaifa y col. (2014).
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siguen los pasos principales (Ahnan, 2021).

El hongo filamentoso Rhizopus oligosporus (Figura 7) es el principal hongo utilizado para
producir tempe, y el cual es considerado como GRAS (Generally Recognized as Safe
[Generalmente Reconocida como Segura]) (Rochin-Medina y col., 2015; Mora-Uzeta y col., 2019;

Sanchez-Magaia y col., 2019; Mora-Rochin y col., 2024).

b  Efecto de la FES en propiedades nutracéuticas y compuestos bioactivos

La FES aumenta el contenido fenodlico, la actividad antioxidante y la inhibicién de las
enzimas a-amilasa y la a-glucosidasa en leguminosas fermentadas con hongos, aumentando las
posibles funciones relacionadas con la salud de estos alimentos (Madeira-Junior y col., 2015;
Bhanja Dey y col., 2016; Mora-Uzeta y col., 2019). Se ha reportado que Rhizopus oligosporus se
ha inoculado en sustratos (soya negra, garbanzo, frijol comtn) para incrementar el contenido de
fenolicos totales y la actividad antioxidante (Sanchez-Magana y col., 2014; Mora-Uzeta y col.,
2019; Mora-Rochin y col., 2025). El incremento de la actividad antioxidante de los alimentos a
base de granos fermentados por FES es debido al aumento de compuestos fenolicos y flavonoides
que fue causado por la hidrélisis enzimatica de los hongos involucrados (Hur y col., 2014; Mora-
Uzeta y col., 2019) Las enzimas implicadas en la liberacion de compuestos fenolicos dependen de
los microorganismos utilizados para la fermentacion. Estas enzimas hidrolizan los enlaces éster en
las paredes celulares de los granulos que se unen a los compuestos fendlicos. Esto significa que
tanto los compuestos fendlicos libres como las formas unidas estan facilmente disponibles para la
extraccion. Entre estas enzimas, la B-glucosidasa cataliza la hidrolisis de los enlaces B-1-4 del
grupo alquil y aril-B-d-glucésido para liberar las fracciones de aglicona fendlica (Nguyen-Thai y

col., 2014; Mora-Uzeta y col., 2019). Estos autores informaron que la actividad de la -glucosidasa
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Micelio

Esporangiospora con
rizoides

Esporangiospora con esporas

Figura 7. Morfologia del hongo filamentoso Rhizopus oligosporus. Adaptada de Feng (2006)
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1

incremento con el tiempo de fermentacion, lo que llevo a la acumulacion de agliconas fenolicas.
Extrusion

El proceso de extrusion, es un tipo de coccion que utiliza altas temperaturas y tiempos cortos,
lo que puede ahorrar energia y aumentar la productividad en comparacién con los procesos
tradicionales. Ademas, esta tecnologia también tiene la ventaja de que no se producen aguas
residuales nocivas para el medio ambiente(Omosebi y col., 2018; Ramos-Enriquez y col., 2018;
Reyes-Moreno y col., 2018). Este proceso tecnoldgico se caracteriza por obligar a los ingredientes
a fluir a través de una matriz destinada a darles forma, secarlos y fermentarlos bajo una o mas
condiciones de mezcla, calentamiento y corte para crear una variedad de productos (Fellows, 2000;

Tas y Shah, 2021).

El extrusor consta de cinco partes principales (Figura 8): (1) Sistema de
preacondicionamiento. (1) Tolva de alimentacion que puede alimentar el extrusor. (2) Tornillos o
rotores que realizan operaciones de mezclado, amasado, corte, coccidon y conformado final. (3) Un
cilindro, cafion o cafién que realiza operaciones de mezcla, corta materiales y aumenta la
temperatura de los productos manufacturados. (4) La boquilla o matriz le da al producto final la

forma deseada (cilindro, estrella, anillo, etc.) (Riaz, 2000; Steel y col., 2012).

El cilindro y el tornillo tienen cuatro secciones donde se realiza la funcion de extrusion. (1)
La zona de alimentacion donde se reciben, transportan y comprimen los materiales hacia la zona
de coccién. (2) Una zona de transicion, zona de compactacion o zona de fusiéon es un area donde
los alimentos sélidos experimentan un comportamiento similar a la fusion. (3) Zona de coccion,
recibe el material comprimido, lo homogeneiza y lo pasa por la boquilla bajo presion constante.

(4) Zona de expansion. En la region del extremo del tornillo donde el alimento esta bajo alta
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presion, la presion cae drasticamente cuando sale del extrusor (Fellows, 2000; Riaz, 2000; Steel y
col., 2012)

Las caracteristicas deseadas en un producto se pueden lograr ajustando la humedad de la
alimentacion, la temperatura del cilindro, la velocidad del tornillo, la presion, el diametro del
tornillo y otros parametros de extrusion. Las ventajas de la tecnologia de extrusion incluyen su
velocidad, alta productividad, gran versatilidad y bajo consumo de energia.

También puede mezclar varios ingredientes, lo que resulta 1itil e interesante para el desarrollo
de nuevos productos. Otro aspecto relacionado con este proceso es que es una tecnologia limpia,
no genera residuos, debido a que todo lo que entra al sistema, sale para su uso en forma de producto

(Faraj y col., 2004; Yiy col., 2022).
a Efecto de la extrusion en propiedades nutricionales y nutracetticas

La extrusion se ha utilizado para inactivar compuestos antinutricionales y estabilizar los
ingredientes y productos alimentarios (Sharma y col., 2012; Omosebi y col., 2018; Tas y Shah,
2021). La combinacién de las condiciones de alta temperatura, presion y cizallamiento en un
periodo corto, mejora la digestibilidad del almidon y proteinas, ademas incrementa la retencion de
compuestos bioactivos y fibra soluble. La extrusidn provoca acomplejamiento de lipidos,
inactivacion de enzimas y microorganismos, y la formacién de componentes volatiles (Omosebi y

col., 2018; Ramos-Enriquez y col., 2018; Reyes-Moreno y col., 2018).

Asimismo, la extrusion modifica propiedades fisicoquimicas de los productos sometidos bajo
este proceso, incluida la composicion de la fibra dietética. Provoca gelatinizacion de moléculas de
almidon, reticulacion de proteinas, inactivacion de enzimas endégenas, destruccion de factores

antinutricionales y dafio mecanico a las paredes celulares (Reyes-Moreno y col., 2018).
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También, genera el desarrollo del sabor, aumenta la biodisponibilidad de minerales y 4cidos
fenolicos (Salmenkallio-Marttila y col., 2008; Solanas y col., 2008; Zhang y col., 2011;Hole y col.,

2013; Yiy col., 2022).

Otro aporte importante del proceso de extrusion estd relacionado con su uso como
herramienta para inactivar enzimas lipoliticas, como el salvado de arroz y maiz. Los cuales después
de la inactivacion pueden almacenarse por un tiempo relativamente més largo, a la espera de ciertos
procesos posteriores. En este caso se trata de un tratamiento ligero, sin mayores transformaciones

en el almidon y/o proteina (Mujahid y col., 2005; Paesani y col., 2020).

La coccion por medio de extrusion modifica la estructura, mejora la solubilidad, el poder de
hinchamiento, viscosidad de la masa y la capacidad de retencion del agua en el producto final
(Reyes-Moreno y col., 2018). Ademas, la coccion por extrusion se ha utilizado para inactivar
parcial o totalmente varios compuestos antinutricionales que limitan el uso generalizado de frijol
como alimento basico. También se ha reportado que la extrusion es el método mas eficaz para
mejorar la digestibilidad de proteinas y el almidon en frijol (Alam y col., 2016; Hejdysz y col.,

2022).

Por otro lado, la coccion por extrusion reduce la actividad de inhibidores de
tripsina/quimiotripsina, ademas de reducir el contenido de hemaglutinina. La digestibilidad de
proteina de frijol aumenta después de la coccion por extrusion, posiblemente debido a la reduccion
de la actividad del factor antinutritivo. La extrusion no altera el contenido de proteinas del frijol,
sin embargo, es posible que la composicion de aminoacidos se vea afectada (Nosworthy y col.,

2018; Hejdysz y col., 2022)

Mukhopadhyay y Bandyopadhyay (2003) observaron que la tecnologia de coccidon por

extrusion logréo reducir la concentracion de taninos (considerados como compuestos
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antinutricionales en los alimentos) en harina de sésamo (Seamum indicum). Las condiciones de
extrusion tienen un impacto importante en la actividad antioxidante de varios materiales
alimenticios. Diversos investigadores (Mora-Rochin y col., 2010; Aguayo-Rojas y col., 2012;
Leoén-Lopez y col., 2019; Félix-Medina y col., 2020; Espinoza Moreno y col., 2021; Le6n-Murillo
y col., 2021) han estudiado el efecto de la coccion por extrusion sobre la capacidad antioxidante de
varios productos alimenticios, principalmente tortillas. Sharma y col. (2012) reportaron que la

actividad antioxidante, fenolicos totales, flavonoides en cebada se ve afectada por este proceso.

Arribas y col. (2019) investigaron los efectos de la coccion por extrusion en la composicion
proximal, el contenido de almidon y fibra y la digestibilidad de las proteinas in vitro de varias
formulaciones de leguminosas y arroz. La fortificacion de la algarroba y los frijoles dio como
resultado extrudidos con el doble contenido de proteinas, un contenido de lipidos 10 veces menor,
y la misma cantidad de carbohidratos cuando fue comparado con el arroz extruido comercial. De
acuerdo con la formulacién no extruida (control), la extrusiéon no cambio el contenido de proteinas,
pero mostré un decremento en el contenido de proteinas solubles (80—89 %) y lipidos (>81 %).
Posteriormente a la coccion por extrusion, se observo un ligero aumento en el contenido total de
almidon (1-6 %), y la relacion amilosa/amilopectina disminuy¢ ligeramente. Las digestibilidades
proteicas in vitro de las muestras extruidas alcanzaron valores superiores al 90 %. Mientras, que
después de la extrusion, se observo una disminucion en la fibra total (20-25 %) y una redistribucion
de las proporciones de fibra soluble e insoluble. Por tanto, estos nuevos alimentos sin gluten
(centrados en recetas con algarrobas) no sélo son alimentos nutritivos y funcionales, sino que
también pueden considerarse alternativas mas saludables en comparacién con los snacks

comerciales.
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G Procesamiento secuencial Fermentacion / Extrusion

Actualmente no se dispone de mucha informacion acerca del proceso secuencial de
fermentacion / extrusion aplicado a frijol Tepari. Sin embargo, los efectos benéficos de ambos
procesos podrian utilizarse para mejorar propiedes nutricionales y nutracéuticas de los granos
sometidos a estos procesamientos. En ese sentido, Rani y col. (2018) reportaron que fenoélicos
totales y actividad antioxidante de harina mixta de arroz y garbanzo negro, aumentaron con el

procesamiento secuencial (fermentacion y extrusion).

Harina de tempe de frijol puede ser considerada para la fortificacion de productos
alimenticios elaborados a base de leguminosas de gran consumo, y también para la prevencion de

patologias relacionadas al estrés oxidativo (Reyes-Bastidas y col., 2010; Uuh Narvaez y col., 2023)

Es por ello que el objetivo de esta investigacion fue procesar secuencialmente frijol Tepari
para posteriormente ser adicionado a harina de maiz azul nixtamalizada y su posterior elaboracion
de tortilla, esto podria mejorar propiedades nutricionales y nutracéuticas del producto final, el cual

es ampliamente consumido por diversos sectores de la poblacion mexicana.
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IV. JUSTIFICACION

El maiz azul y el frijol tépari, son fuente de macromoléculas y compuestos bioactivos como
fenolicos, carotenoides y flavonoides como las antocianinas. Estos compuestos se encuentran
asociados con efectos benéficos para la salud. La fermentacion en estado solido y el proceso de
coccion por extrusion, son procesos que mejoran la calidad, caracteristicas nutricionales y
nutracéuticas del grano de frijol. Ademas, se ha demostrado que los biocompuestos que se
presentan en estos granos estan asociados con diversas actividades biologicas, como
antibacterianas, antidiabéticas, anticancerigenas y antioxidantes. La popularidad de los productos
nutracéuticos recientemente nos ha brindado la oportunidad de mejorar nuestra alimentacion, y
resultan una buena opcidn para mejorar el estilo de vida de la poblacion. En este sentido la dieta
podria ser una opcion viable para la prevencion de enerfmeades cronico-degenerativas. En México,
las tortillas son la base de la alimentacion, por lo que la elaboracion de una tortilla de maiz
adicionada con una leguminosa con alto valor nutricional, y ademas sumerjido a las tecnologias de
FES / extrusion, resulta una idea interesante para la elaboracion de un nuevo alimento funcional
con caracteristicas nutricionales y nutracéuticas incrementadas, cuyo consumo podria ser la

alternativa perfecta para la prevencion de diversas enfermedades.
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V. HIPOTESIS

La adicion de frijol tépari procesado secuencialmente por fermentacion / extrusion
incrementa propiedades nutricionales, normolipidicas y antihiperglucemiantes de tortillas de maiz

azul nixtamalizado.
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VI. OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto de la adicion de frijol tépari procesado secuencialmente por
fermentacion/extrusion en propiedades nutricionales, normolipidicas y antihiperglucemiantes de

tortillas de maiz azul nixtamalizado.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la composicion quimica, aminoacidos y digestibilidad proteica en tortilla de
maiz azul adicionada con harina de frijol tépari obtenida por el proceso secuencial FES/Extrusion.

2. Evaluar fendlicos totales en tortilla de maiz azul adicionada con harina de frijol tépari
obtenida por proceso secuencial FES/Extrusion.

3. Determinar la actividad antioxidante de tortillas de maiz azul adicionada con harina de
frijol tépari obtenida por proceso secuencial FES/Extrusion.

4.  Evaluar la actividad inhibitoria de las enzimas a-amilasa y o-glucosidasa in vitro de
tortillas.

5. Evaluar efecto normolipidico y antihiperglucemiante en modelos in vivo.
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VILMATERIALES Y METODOS
A Lugar de trabajo

El presente proyecto de investigacion se realizd en las instalaciones del Laboratorio de
Investigacion de Alimentos Funcionales y Nutraceuticos, Laboratorio de Investigacion en
Farmacia, Farmacologia y Toxicobiologia de la Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas y
Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Instituto Tecnoldgico de Sonora, Campus

Cd. Obregon
B Criterios de bioética

Todos los procedimientos realizados fueron sometidos al Comité Cientifico y Etico de
Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Nutricion y Gastronomia, y fueron desarrollados de
acuerdo con las especificaciones técnicas de la Norma Oficial Mexicana para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-, 1999)
C Materiales

Como materiales de estudio se utilizaron ftrijol tépari (Phaseolus acutifolius) recolectado en
Culiacan y granos de maiz azul (Zea mays L.) del estado de Sinaloa. Para la fermentacion de frijol
tépari se utilizdo la cepa NRRL2710 de Rhizopus oligosporus, y para la determinacion de la
actividad antioxidante en eritrocitos se utilizaron eritrocitos humanos del grupo sanguineo A

provenientes de dos donadores.
1 Animales de experimentacion

Para el estudio in vivo se utilizaron ratones machos CS57BL/6N, los cuales fueron
seleccionados de manera aleatoria para formar dos grupos (n=8), se mantuvieron en condiciones
controladas (24 °C y 58 % de humedad), con ciclos alternados de 12 horas de luz/obscuridad. Los

animales fueron alimentados con LabDiet #5001, PMI International, Redwood, CA, USA, tuvieron
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acceso libre al agua y se llevo un control de alimento (60 g por semana) para monitorear si el
compuesto a evaluar disminuye el apetito del sujeto de prueba. Los ratones fueron monitoreados
diariamente en cuanto a su estado general. Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo
con los principios y cuidados del "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" (NIN guide;
1996). La dieta estandar (SD) fue LabDiet #5001 (PMI International, Redwood, CA, EE. UU.); la
dieta experimental fue SD suplementada con tortilla de maiz nixtamalizada (10 %).

D  Meétodos
1 Proceso de Fermentacion en Estado Sélido (FES)

Para la elaboracion de tempe de frijol tépari se utilizo6 el procedimiento descrito por Rochin-
Medina y col. (2015) con algunas modificaciones. Un lote de 100 g de frijol se remojo en agua
(relacion 1:3, 16 h 25 °C), se descartd el agua para luego descascarillar los granos, obteniendo los
cotiledones que fueron cocidos en una solucioén de acido acético 0.2 % (relacion 1:3, 90 °C, 30
min), se elimino el agua de coccidn y se dejaron enfriar los granos a 25 °C, procurando eliminar la
humedad superficial. Posteriormente los cotiledones se inocularon con una suspension de esporas
de Rhizopus oligosporus (1x10° esporas/ mL) y se colocaron en bolsas de polietileno perforadas
cada 4 cm, donde se permitid6 que fermenten a temperatura de 37 °C, por 3 dias para obtener
finalmente el producto de la fermentacidon elaborado a partir de frijol tépari. El producto se

conservo en bolsas de polietileno a -20 °C hasta su utilizacion.
2 Obtencion de Harina de frijol Tépari Fermentado/Extrudido

Para la obtencion de la Harina de Frijol Tépari Fermentada/Extrudida (HFFE), fue utilizado
el método descrito por Milan-Carrillo y col. (2012) con ligeras modificaciones. La harina de frijol

teparina fermentada (HFF) se humedeci6 hasta un 24 % y se dej6 a 4-12 °C durante 12 h. Después
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del periodo de reposo, la harina se reposé a temperatura ambiente (25 °C) por 2 horas. La harina
equilibrada se introdujo en un extrusor de un solo tornill con un didametro de 1.9 mm. Relacion
longitud-diametro 20:1; relacién compresor 1:1 y boquilla de salida de 3 mm. Las condiciones de
operacion del extrusor fueron temperatura de extrusion (TE = 137 °C) y velocidad del tornillo (VT
=220 rpm). Los extruidos se posicionaron en bandejas de aluminio con orificios, luego se enfriaron
y reposaron a temperatura ambiente por 12 horas. Los extruidos resultantes del reposo fueron
triturados. La harina de frijol tépari fermentada extruida se envasoé en bolsas de plastico y se

almaceno a 4 °C hasta su uso.

3 Composicion nutrimental

a Humedad

Para evaluar el contenido de humedad de las muestras se utilizo el método 44.15 de la AOAC
(1999). Para esta determinacion se utilizaron charolas de aluminio (previamente llevadas a peso
constante) en las cuales se pesaron aproximadamente 2 g de muestra, las cuales se calentaron a 70
°C/12 h, después se realizé un incremento de temperatura a 130 °C/3 h en una estufa de circulacion
de aire. Los resultados fueron expresados como % de humedad y se calcularon con la siguiente

formula:

% Humedad =

Pl + 100
Pi

Donde: Pi= peso inicial de la muestra; Pf = Peso final de la muestra
b Proteina

El contenido de proteina se determiné utilizando el método de nitrogeno total 979.09
(microKjeldahl) de la AOAC (1999). Una porcion de 0.2 g de la muestra se digirié con 5 ml de
H>S04 y 1.625 g de catalizador (92,30 g de KoSO4y 7,70 g de CuSO4) en un microtubo Kjeldahl
a una temperatura de 550 °C durante 6 h. En sistemas Kjeltec (Mod 1009 y 1002, Tecator, Suecia).
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Después del periodo de digestion, los tubos se enfriaron, se agregaron 10 mL de agua destilada, se
agitaron (marca Fisher Scientific) y se agregé NaOH al 40 % hasta obtener un color marrén oscuro.
Se destilo el contenido del tubo y el destilado se recogi6 en un matraz Erlenmeyer de 250 mL al
que previamente se agregaron 15 mL de H3BOs al 4 % con 3 gotas del indicador. Luego se titulo
esta mezcla con una solucion de titulacion de HCI 0.1 N hasta que fue observado un cambio de
color (de verde a morado intenso). Luego se registr6 la cantidad de HCI consumido durante la
titulacion. El contenido de proteina se calculdé mediante la siguiente formula y fue representado en

porsentaje:

o% ¢ Molaridad de HCl » mL de HCl gastados  PAde N * FC 100
o prot = *
PM %1000

Donde: PA=peso atdmico; PM= peso de la muestra; FC= factor de la conversion (6.25)

La determinacion se realizé por triplicado.

c Lipidos

El contenido de lipidos se realizd mediante el método 920.39 de la AOAC (1999). 2 g de
harina se pesaron en papel filtro formando un cartucho; el cartucho se cerré y se introdujo en una
corneta. Y fue colocada en el equipo Saxtec System HT1043 Extraction Unit (Tecator, Suecia)
junto con un matraz bola, previamente llevado a peso constante (se tomo el peso del matraz antes
de su uso). Posteriormente se agregd de 100 a 150 mL de éter de petroéleo como disolvente. El
equipo se acopld a un recirculador a 12 °C (marca VMR) y una placa térmica (Thermolyne
MIRAK) a 155 °C. A partir de que inicid la primera recirculacion, se tomo el tiempo hasta alcanzar
4 h. Una vez concluido el tiempo, se retird el matraz (manipulacion con guantes) y se dejo secar en
la estufa a 50 °C hasta evaporar el éter (aprox. 2 h). Finalmente se peso el matraz con los residuos

de grasa. La prueba se realizé por triplicado.
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d Cenizas

El porsentaje de cenizas (minerales) se calculo utilizando el método 923.03 de AOAC (1999).
Se utilizaron crisoles de porcelana (previamente llevados a peso constante y pesados) en los cuales
se pesaron 2 g de harina y se sometieron a incineracion en mufla (Thermolyne Mod. 48000) a 550
°C durante aproximadamente 12 h. Los crisoles se enfriaron en un desecador y se pesaron cuando
la muestra calcinada alcanzé la temperatura ambiente. La prueba fue realizada por triplicado y se
utilizo la siguiente formula:

% Cenizas= Pf/Pi *100

Pf: Peso final de la muestra; Pi: Peso inicial de la muestra

e Carbohidratos
El porcentaje de carbohidratos se realizé restando al 100 % los porcentajes de proteina,

lipidos y cenizas en base seca.
4 Digestibilidad de proteina in vitro (DPIV)

Se utilizo la ténica in vitro para la digestion de proteinas segun lo llevado a cabo por Tinus y
col. (2012) basado en Hsu y col. (1977). Se pesaron 62.5 mg de proteina de la harina y se rehidratd
con ayuda de 10 mL de agua destilada a 37 °C/1 h y fue mantenida en agitacion (85 rpm), luego el
pH fue ajustado a 8,0 con NaOH/HCI 0.1 M. Se prepararon 10 mL de solucion multienzimatica
compuesta por 16 mg de tripsina (tripsina T-0303 de pancreas porcino, tipo IX-S 15.600
unidades/mg so6lido — 16,200 mg de proteina) y 31 mg de quimotripsina (a-quimotripsina tipo
C4129 de pancreas bovino) 11 54 unidades/mg de quimotripsin sélido- 60 unidades/mg de proteina)
y 13 mg de proteasa (proteasa P5147 de Streptomyces griseus tipo X1V, P3,5 unidades/mg de
solido). Fue utilizada proteasa de S. griseus en lugar de una peptidasa discontinua (peptidasa Sigma
P7500 de mucosa intestinal porcina, 50-100 unidades/g de soélidos). El pH de la solucién

multienzimatica fue ajustado a 8.0 y se mantuvo a 37 °C hasta el analisis. Después de la
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rehidratacion, se agregé 1 mL de solucion multienzimatica a la dispersion de la muestra y se
midieron los valores de pH inicial y final después de 10 minutos mientras se mantenian en agitacion
(85 rpm). Pasados 10 minutos de digestion se tomo el dato de pH (ApH 10 min) para calcular el %
DPIV con la siguiente formula:

% DPIV = 65.66 + 18.10 (ApH 10 min)
5 Perfil de aminoacidos

La composicion de aminoacidos totales fue determinada utilizando la metodologia descrita
por Lopez-Cervantes y col. (2006). Se comenzo mezclando 50 mg de harina con 10 mL de HCI
6M y se incubaron durante 24 h a 100 °C. Se filtrd la muestra hidrolizada y el extracto fue diluido
200 veces con agua miliQ. Se obtuvo una alicuota de 300 pL del extracto y se derivatizé con 300
uL de cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC). Se analiz6 una alicuota de 20 puL utilizando una
escala analitica (4.6 mm * 250 mm) columna SGE Hypersil ODS C18 (SGE, Dandenong,
Australia) mientra se mantuvo a 30 °C y conectada a HPLC equipado con un detector de

fluorescencia LC 5100. La fase movil utilizada fueron las siguientes:
A: fosfato de amonio 30 mM (pH=6.5) en metanol/agua 15:85 (v/v).
B: metanol/agua 15:85 (v/v)
C: Acetonitrilo/agua 90:10 (v/v)

La deteccion de fluorescencia fue de 270 para exitacion y 316 nm de emision. La curva de

calibracion se construy6 utilizando una mezcla de aminoacidos estandar.

6 Compuestos bioactivos y antinutricionales
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a Compuestos fendlicos

Para extraer los compuestos fendlicos libres y ligados fue realizado la metodologia de Adom
y Liu (2002) con algunas modificaciones. Se extrajeros los fitoquimicos libres de 0.5 mg de
muestra, que se coloco en un vial eppendorf de 2 mL y se afiadié 1 ml de etanol acuoso al 80 %.
El vial fue colocado en un agitador orbital (marca OVAN NR50-E) durante 10 minutos. Después
de algtn tiempo, los tubos se centrifugaron (2500 xg/10 °C/10 min). La seccidén sobrenadante se
recogid y se seco en un concentrador (Thermo Scientific Concentrator, Mod SC250EXP) a 45 °C.
El extracto seco se reconstituyé con metanol al 50 %. Los extractos se almacenaron a 4 °C hasta
su uso.

Para la extraccion de fitoquimicos ligados fue realizado el procedimiento segun lo descrito
por Adom y Liu (2002), con algunas modificaciones por Mora-Rochin y col. (2010). La seccion
precipirada del extracto de fenol libre se hidrolizé alcalinamente con 1 mL de NaOH 2 M, se tratd
térmicamente en un bafio de agua a 95 °C durante 30 min y luego se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente (25 °C) durante 1 h. La mezcla fue neutralizada con 200 pL de HCI
concentrado, luego se mantuvo en agitacion durante 1 min, se homogeneizd en un sonicador
durante 5 min y luego se agité por 10 min e inmediatamente después se agregaron 500 uL de
hexano. El mismo procedimiento de agitacion se realizd6 mediante sonicacion y centrifugacion a
3000 x g/10 °C/10 min para extraer el hexano, agregando 500 pL de acetato de etilo, agitacion
durante 3 s y centrifugacion durante 5 min y luego sonicacion. La mezcla fue centrifugada a 3000
x g/10 °C/10 min, y el acetato de etilo se recogié y almaceno en un vial Eppendorf de 2 mL. Esta
extraccion fue realizada cuatro veces. La seccion de acetato de etilo fue evaporada hasta sequedad
en un concentrador (SpeedVac Concentrator Thermo Scientific SC250EXP). Los compuestos
extraidos fueron recostituidos en 200 uL de metanol al 50 % y fueron almacenados a 4 °C hasta su

posterior uso.

58



Los compuestos fenolicos fueron evaluados utilizando la metodologia propuesta por
Singleton y col. (1999). Se mezclaron 20 plL del extracto o muestra estdndar en una placa
transparente de 96 pocillos, en combinacion de 180 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10 con
agua destilada), y por ultimo 50 pL de carbonato de sodio al 7 %. La placa transparente de 96
pocillos se incubo en oscuridad por 90 min a 25 °C; transcurrido el tiempo la absorbancia se registro
en un lector de microplacas (synergy TM HT Multidetection, Biotek, Inc., Winooski, VT) a 750
nm. Se utilizé como estandar acido galico (AG), del cual fue preparada una disolucion concentrada
a partir de 1,000 ppm y con las diluciones fue construida una curva de calibracion. El contenido de
fenolicos fue expresado como mg equivalentes de acido galico /100 g de muestra en base seca (mg

EAG/ 100 g, bs). Las evaluaciones se realizaron por cuadruplicado.

b Taninos condensados

Se realizo segun el método descrito por Deshpande y Cheryan (1985) para la cuantificacion
de taninos condensados. 0.5 g de muestra fueron pesados en un tubo de centrifuga de 15 ml y se
afiadieron 5 ml de HCI al 1%. El tubo se agit6 en un agitador orbital durante 20 min a 25 °C. Al
finalizar el periodo de agitacion, el extracto se recogié mediante centrifugacion (4500 rpm, 10 min)
(centrifuga Eppendorf modelo 5804R). La solucién estandar fue preparada disolviendo 0.05 g de
catequina en 25 mL de HCI hasta una concentracion final de 1000 ppm. A partir de esta solucion
fueron realizadas diluciones con acetona en concentraciones de: 25, 50, 100, 200, 400, 600, 8000
y 1000 ppm. 50 uL de cada dilucion fueron colocados en una celda, y se anadieron 200 puL de
reactivo MeOH-vainillina al 0.5% (0,5 g de vainillina en 100 ml de metanol). Por tlltimo, se registrd
la absorbancia a 520 nm frente a un estdndar (blanco) de reactivo (50 pL de extracto, 200 pL de

HCI al 4%). La absorbancia fue registrada y el valor fue interpolada en la curva de catequina. La
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cantidad de taninos condensados (CTC) fue expresada como mg de equivalentes de catequina (mg

EC) por 100 g de muestra en base seca. El CTC se calcul6 utilizando la siguiente formula:
CTC = pg catequina x [1/PM (g)] x 10 x [1mg /1,000 pg] x 100

Donde: PM= Peso de la muestra.

Las evaluaciones de extraccion se realizaron por triplicado.
c Acido fitico

Técnica determinada por espectrometria, basada en la metodologia propuesta por Vaintraub
y Lapteva (1988), se basa en la destruccion del complejo Fes™acido sulfosalicilico (C7HsOsS)
(reactivo de WADE), y utiliza una disminucioén de la absorbancia como sefial analitica El color
purpura del reactivo de WADE se debe a la interaccion entre los iones de hierro y C7HsOsS, y la
absorbancia maxima es de 500 nm. La presencia de fitato se une al éster de fosfato y evita que
reaccione con el acido sulfosalicilico, lo que provoca una disminucion del color. Para la extraccion
se pesaron 0.5 g de harina y se afiadieron 10 mL de acido clorhidrico (HCI) al 2.4% v/v. La mezcla
fue agitada con rotacidon durante 6 horas. Posteriormente fue centrifugada a 400 rpm/10 min. El
sobrenadante se considera el extracto y se separd después de la centrifugacion. Para la evaluacion,
fueron tomados 150 pL de sobrenadante (o su dilucion), 600 uL de agua destilada y 250 pL de
reactivo WADE, se homogeniz6 la mezcla y se registrd la absorbancia a una longitud de onda de

500 nm en un espectrofotometro.
d Lectinas

La determinacion de lectinas fue realizada con base en el método propuesto por Calderdn de
la Barca y col. (1985) de las diluciones seriadas con eritrocitos lavados en solucion buffer de
fosfatos (PBS). Para la extraccion se pesaron 0.9 g de cloruro de sodio, se disolvieron en un matraz

aforado a 100 mL con agua destilada y se mezcld hasta su disolucion. Posteriormente 1 g de las
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muestras fue pesado y se agregaron 10 mL de agua con cloruro de sodio. Se llevo a 2 h en vortex

giratorio. Fue centrifugado a 3000 rpm durante 15 min y el extracto se separo.

Para su valoracion se tomaron 50 pL de la suspension de eritrocitos al 2 % y se coloco esta
cantidad en cada celda de una microplaca desde la B hasta la H. Se hizo una dilucién seriada
tomando 50 pL del extracto y se coloco en la celda B, fue mezclado y se tomaron 50 pL de la
mezcla y se paso a la celda C, y asi consecutivamente hasta llegar a la H, logrando la dilucion del
extracto. El resultado fue expresado como el inverso de la maxima dilucion donde se observo

aglutinacion.

e Inhibidores de tripsina

La cuantificacion de inhibidores de tripsina se elabord por la metodologia reportado por Liu
(2019), de igual manera basado en el de Kakade y col. (1974), con algunas modificaciones. El
método permite determinar la capacidad que tiene la muestra para inhibir la actividad que ejerce la
tripsina sobre el sustrato sintético a-N-Benzoil-DL- argininap- nitroanilida (BAPNA). Para la
extraccion de los inhibidores de tripsina, fueron pesados 0.25 g de muestra y fueron afiadidos 10
mL de HCI 0.05 M. Se mantuvo en agitacion durante 1h a 25 °C. Posterior a este tiempo fueron
centrifugados los tubos (5000 x g / 10 min) y se colocaron en bafio de hielo hasta su cuantificacion.
De igual manera en microtubos que fueron mantenidos a bafio maria a 37 °C fue preparado el
control, el blanco de control y la muestra. Al control se le agregaron 200 pL de #ris al 7.5 (33.025
g de tris aforado a 500 mL y ajustado el pH a 7.5) y 200 pL de solucion de tripsina (1 mg de tripsina
de 16,700 unidades/mg de proteina disuelta en 500 mL de HCI 1mM). Posterior a la inhibicién
enzimatica (2 min), se adicionaron 500 pL de solucion BTC (BAPNA en dimetilsulféxido + Tris-
HCI 0.05M a pH 8.2 y cloruro de calcio 1M). Después de 10 min de incubacioén, la reaccion

enzimatica fue detenida con 100 pL de acido acético al 30 %. Al blanco de control se le agregaron
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200 pL de tris y 7.5 y 200 pL de solucion de tripsina. Posterior al tiempo de inhibicién enzimatica
(1 min), se agregaron 100 uL de acido acético al 30 %. Pasado de 1 min se adicionaron 500 pL de
solucion BTC. Para la preparacion de la muestra fueron agregados 200 pL de extracto y fueron
afiadidos 200 pL de tripsina. Posterior al tiempo de inhibicién enzimatica (2 min), se adicionaron
500 pL de soluciéon BTC. Luego de 10 min de incubacion, la reaccion enzimatica fue determinada
con 100 pL de acido acético al 30 %. Se centrifugd la muestra (3,800 x g / 10 min) y se midi6 su
absorbancia a una longitud de onda de 410 nm en un espectrofotometro (marca Thermo Scientific,
modelo GENESYS 10 UV-Visible). A esta absorbancia (410 nm) el sustrato criogénico BAPNA

(amida), al ser hidrolizado por la tripsina, libera un compuesto colorido de p-nitroanilina.

La actividad del inhibidor de tripsina fue expresado en términos de unidades tripsina
inhibidas, de manera que una unidad de inhibidores de tripsina (UIT) es la cantidad de inhibidores
que reduce 0.01 unidades de absorbancia, en relacion con la reaccion de control de tripsina y en las
condiciones anteriormente definidas. El célculo para obtener el nimero UIT se llevd acorde a la

siguiente formula:
UIT = (Abs control de tripsina — Abs muestra) / 0.01
f Saponinas

La determinacion de saponinas totales fue calculada por el método mejorado de Le y col.
(2018). Este método se basa en la reaccion colorimétrica propuesta por Hiai y col. (1976), usando
la vainillina y H>SO4 para la generaciéon de grupos cromoéforos con saponinas. Para la
determinacion 0.5 g de muestra fueron extraidos con 10 mL de etanol absoluto en un equipo de
agitacion rotativa (20 rpm) durante 16 h. Para la valoracion se utilizaron tubos de vidrio en los que
se colocaron 100 pL de cada extracto a 25 °C, luego fue transferido a un bafio de hielo y se
agregaron 100 pL del reactivo de vainillina al 8 % en metanol absoluto, se dejaron por un minuto
y se retiraron del bafio de hielo para adicionarles 1000 pL de acido sulftirico al 72 % v/v, y esta
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mezcla se calent6 a 60 °C por 10 min, transcurrido el tiempo se llevaron nuevamente al bafio de
hielo por 2 minutos y se dio lectura a 520 nm. Se utilizé una curva de diosgenina (800-50 ppm) en
etanol absoluto. Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de diosgenina por 100 g

de muestra en base seca (mg ED/100 g bs).
7 Actividad Antioxidante
a Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

La AAox fue determinada utilizando el método desarrollado para compuestos hidrofilicos
(Ouy col., 2001; Prior y col., 2005) de capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC
= Oxygen radical absorbance capacity). La degradacion térmica del compuesto 2-2°- Azobis-
aminopropano (AAPH) produce radicales peroxilo (ROO), los cuales oxidan al compuesto
fluorescente, diclorofluoresceina (DCFH) al compuesto no fluorescente diclorofluoresceina
(DCF). La inhibicion de los antioxidantes (fitoquimicos) atrapa los radicales libres. Fue preparada
una solucién generadora de radicales libres (2-2°-Azobis- aminopropano) AAPH donde se
agregaron 0.207 g del reactivo y se aforé en un matraz de 5 mL. La fluoresceina fue preparada a
una concentracion de 0.1 pM, a 25 mM, a cada muestra se le adicion6 150 pL de fluoresceina y se
mezcld por medio de agitacion a 1,200 rpm por 20 seg la reaccion inicid al agregar 25 pL de AAPH.
La pérdida de fluorescencia de la fluoresceina fue registrada a 485 nm y 583 nm de exitacion y
emision respectivamente. La reaccion de los radicales peroxilo genero la pérdida de fluorescencia

con el tiempo como se indican en la siguiente reaccion:

R-N =N-R >N2 + 2RO0O*

ROO* + prueba (fluorescente) — ROOH + prueba oxidativa

ROO* + AH - ROOH + A*
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ROO* + A* > ROOA

El efecto de un antioxidante es integrado por el area neta bajo la curva sobre la pérdida de la
fluorescencia (AUC) (AUCAOX — AUC AOX). Los resultados se expresaron como micromoles

(umol) Equivalentes de trolox (ET) por 100 g de base seca (umol de ET/100g, bs).
b Actividad antioxidante ABTS

Para evaluar la actividad antioxidante por el método ABTS, se siguié el procedimiento
descrito por Re y col. (1999), el cual implica generar el radical ABTS* mediante la reaccion en
oscuridad del ABTS (7 mmol/L) con persulfato potasico (2.45 mmol/L) durante 16 h a 25 °C.
Posteriormente la solucion de ABTS™ fue diluida con agua desionizada para la obtencion de una
solucion de trabajo de ABTS". La reaccion entre la solucion de trabajo de ABTS' con extractos a
diferentes concentraciones se realizaron a temperatura ambiente durante 10 min. Al igual que con
una curva estandar de trolox, los datos fueron expresados como umol equivalentes de Trolox

(ET)/100g de muestra en base seca. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
c Ensayo de la actividad hemolitica

Para determinar la actividad hemolitica del extracto de harina de frijol Tepari fermentado
extrudido (HFFE) se realiz6 utilizando la metodologia propuesta por (Cruz-Silva y col., 2000). De
manera breve, se obtuvieron 5 mL de sangre periférica de un individuo sano mediante uso de
vacutainer. Los eritrocitos humanos fueron separados de la sangre total con anticoagulante acido
etilendiaminotetraacético (EDTA). La sangre total fue centrifugada a 2000 rpm durante 10 min en
una centrifuga modelo Spinplus de la marca TopScience. Posteriormente se realizaron tres lavados
con solucion salina. En el ultimo lavado las células fueron centrifugadas nuevamente a 2000
rpm/10 min, para asi obtener el paquete globular. Las células fueron incubadas a 37 °C durante 5
min. Después se tomaron alicuotas de 500 puL que fueron colocados en tubos de ensayo.

Posteriormente se resuspendieron con 3.5 mL de solucion salina, enseguida se adicionaron 500 puL.
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de diferentes concentraciones a evaluar del extracto de HFFE, para obtener respectivamente
0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1 pg/uL en cada uno de los microtubos asignados, donde cada
concentracion fue evaluada por triplicado. Como control de hemolisis al 100 % se utiliz6 agua
destilada, tal que 500 pL de células sanguineas se llevaron a 4.5 mL con agua destilada, se procedio
a agitarse suavemente para homogenizar ¢ incubar hasta 60 min, realizandose lecturas a 550 nm a
los 0 y 60 minutos, utilizando un lector de placas de ELISA modelo EliRead de la marca
KontroLab. Los resultados se presentaron como porcentaje de hemolisis, el cual fue calculado

mediante la siguiente formula:
% Hemdlisis = 100 x Abs de la muestra / Abs del control.
8 Actividad antihiperglucemiante

a Inhibicién de la enzima o -glucosidasa

La inhibicion de la a-glucosidasa se evalud segtin lo reportado por Da Silva Pinto y col.
(2008) y Lopez-Angulo y col. (2019) con algunas modificaciones. En una placa de 96 pocillos, se
mezclaron alicuotas de muestra (50 pL) a diferentes concentraciones con 100 puL de o -glucosidasa
(0.5 U/mL) en tampoén de fosfato (0.1 M, pH 6.9); la microplaca fue incubada durante 10 min a 37
° Cy fueron afiadidos 50 pL de p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido en tampoén de fosfato (5 mmol/L)
a cada pocillo. Se incubo la microplaca (37 °C / 10 min) y la absorbancia fue registrada con un
lector de microplacas bicromaticas Multistak. Se utilizé6 como blanco una solucion sin muestra y
una solucion sin sustrato. Se utilizé acarbosa como control positivo. El ensayo se realizdé por
triplicado y calcul6 el porcentaje de inhibicion de la a-glucosidasa usando la ecuacion:

(%)=[(A-B)/A] 100
A: Absorbancia de control (mezcla de reaccion sin muestra)

B: Absorbancia de la mezcla de reaccion con la muestra / estandar.
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b Inhibicién de la enzima o -amilasa

El ensayo de inhibicion de o -amilasa se realizé mediante la técnica de Nickavar y col. (2008)
con ligeras modificaciones. La solucion de almidon (1 %) se obtuvo hirviendo y agitando 250 mg
de almidon soluble en 25 mL de buffer 6.7 mmol/L pH 6.9, durante 15 min. La solucidén enzimatica
se preparé a 2U/mL. El reactivo color (DNS: Acido 3,5-dinitrosalicilico) se prepard disolviendo
438 mg de DNS (DNS: Acido 3,5-dinitrosalicilico) en 20 mL de buffer a 50-70 °C con agitacién
constante. Posteriormente se disolvieron en 12 mL de buffer a 50-70 °C el tartrato de potasio (12
g de tartrato potasico en 8 mL de NaOH 2M, sin ebullir). El reactivo color se almacené en un
recipiente ambar (la solucion es estable durante 6 meses). Se prepard acarbosa 2 mmol/L como
control positivo y actividad enzimatica sin inhibidor como control negativo. A cada una de las
muestras se le afiadi6 su blanco correspondiente: 100 puL de buffer y 50 pL. de extracto. A cada
tubo de 2 mL se les afiadio 50 pL extracto, 100 puL. de enzima, 100 pL almidén y 100 pL del reactivo
color para posteriormente llevarlo a tratamiento térmico 100 °C/15 min y finalmente afiadir 800
pL de buffer. Se utilizd6 una curva de maltosa al 0.4 %, utilizando 44.6 mg de maltosa
monohidratada en 10 mL de buffer. De cada tubo se tomaron 200 uL y fueron colocados en una
placa de 96 pocillos y se realizo una lectura de 540 nm de longitud de onda en espectrofotometro
(marca Thermo Scientific, modelo GENESYS 10 UV-Visible).

El porcentaje de inhibicion de o -amilasa se calculé mediante la siguiente formula:

100 — (maltosa (um) de la muestra * 100/ maltosa (uM) del C-)
um: micromol

C- : Control negativo
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9 Evaluciones in vivo
a Peso corporal y consumo de alimentos

Los pesos corporales de los ratones se registraron una vez por semana en una balanza
electronica de precision (BAPRE-3, Rhino, CDMX, México). Para medir el peso corporal, los
ratones se colocaron individualmente dentro de una canasta de metal colocada sobre una balanza
tarada y los resultados fueron expresados en gramos (g). El consumo de alimentos fue registrado
diariamente en una balanza electronica de precision (BAPRE-3). Para calcular el consumo de
alimentos se registro la cantidad de alimento colocado en la jaula y se peso el alimento sobrante en
la bascula previamente tarada al dia siguiente. Para determinar la cantidad consumida, se restaron

los gramos de alimento dado inicialmente y los gramos de alimento sobrante.
b Medicion de niveles séricos de glucosa

Los niveles de glucosa fueron determinados una vez por semana empleando un glucometro
ACCU-CHEK® Performa. Para llevar a cabo esta metodologia se pinch6 con una lanceta ACCU-
CHECK® Soficlix la punta de la cola de cada animal extrayendo una gota de sangre la cual fue
depositada en una tira reactiva ACCU-CHEK® Performa previamente cargada en el glucometro; a
partir de los datos obtenidos se calcul6 el valor promedio por grupo experimental y se registroé en

bitacora. Se muestran los resultados mediante un grafico de barras y su EEM.
c Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral (CTGO)

Después de 12 horas, se obtuvo una muestra de sangre en ayunas para determinar la
concentracion de glucosa en sangre (glucemia). Posteriormente se le administra a los ratones una
carga de glucosa, (1.75 g por cada kg de peso corporal) y después se tomaron muestras de sangre
a intervalos regulares de tiempo, se tomd una gota de sangre cada 10 min durante 3 h, con la
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finalidad de recaudar informacion para la contribucién de detectar de manera temprana, el
desarrollo de Diabetes Mellitus tipo II. Posteriormente se registraron los datos y se cred una cinética
que demostod los intervalos de tiempo que comenzd con el estado basal en el tiempo 0 y

posteriormente el aumento y disminucion de glucosa en sangre.
d Coleccion de sangre y 6rganos de ratones

Después de 4 semanas de alimentacion con las cuatro dietas diferentes, los ratones fueron
preparados para la eutanasia. Las muestras de sangre se recogieron mediante puncion cardiaca en
tubos. El suero se separdé mediante centrifugacion a 2500 rpm durante 8 min y luego se almaceno
a -80 °C en un congelador de temperatura ultrabaja (Forma 900 Series, Thermo Fisher, Waltham,
MA, EE. UU.) hasta el analisis. A los ratones se les extrajo tejido adiposo abdominal y érganos

como el higado y rifiones para luego pesarlos.
e Medicion del peso de higado, riiién y tejido adiposo
Tras el sacrificio se cuantifico el peso de los 6rganos y el tejido adiposo pesando lo extraido

de cada raton en una bascula analitica Sartorius® TE64; con la informacion de los datos obtenidos

se calculod el peso promedio por grupo experimental, y se registré en bitdcora. Se presentan los

resultados mediante un grafico de barras con su respectivo error estandar de la media (EEM).
f Procesamiento de muestras histolégicas de higado y rifién

Los o6rganos recuperados tras el sacrificio (higado y rifion) fueron almacenados en tubos
Eppendorf de 15 mL con formalina al 5 %, los cuales se mantuvieron en la oscuridad y a una
temperatura de 23 + 2 °C. Posteriormente, se llevo a cabo la preparacion de las muestras mediante
fijacion e inclusion de los tejidos en parafina de acuerdo con las instrucciones del manual de
métodos histotecnologicos del Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos

de América (Prophet y col., 1995). Primeramente, se realizaron cortes longitudinales para después
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colocarlos en un casete de fijacion para parafina. Después se inicid con el proceso de deshidratacion
y aclaramiento sumergiendo la muestras en alcohol absoluto (J.T. Baker) por 14 h, después se
pasaron a Xilol absoluto (J.T. Baker) por 2 h y finalmente 2 h en parafina a 65 °C. Terminado el
proceso de deshidratacion/ aclaramiento, los casetes de fijacion para parafina que contuvieran la
muestra se llevaron al incluidor de tejidos Leica® EG1150 H; donde se adiciond parafina (Leica®
Paraplast) en estado liquido a 65 °C hasta que se cubriera todo el interior y exterior del casete. Una
vez que se completo la inclusion en parafina, se coloco el casete en una placa fria Leica® EG1150
C a4 °C para su solidificacion. Posteriormente se retir6 el bloque de parafina del interior del casete
y se realizo un corte de 3 micras empleado un micrétomo rotativo Leica® RM 2145, una vez
realizado el corte, las tiras de las muestras fueron colocadas en un bafio de flotacion Leica® HI1210
con agua destilada para su extension, posteriormente se recolectaron las muestras en portaobjetos
y se llevaron a un horno BINDER® a 60 °C para eliminar el exceso de parafina. Una vez realizado

el desparafinado se procedio6 con la tincion de hematoxilina y eosina (H&E).
g Tincion de muestras con tincion de hematoxilina y eosina

Para la tincion con H&E fue utilizada la metodologia reportada en el manual de métodos
histotecnoldgicos del Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos de
América (Prophet y col., 1995). Se inici6 con el desparafinado de la muestra, posteriormente se
hidrato utilizando bafios en soluciones de Xileno, alcohol absoluto, alcohol al 96 % y agua
destilada. Se realiz6 la tincidn en solucion de hematoxilina de Mayer [50 g de alumbre de potasio
(KAI(SO4)2'12H:0), 1 g cristales de hematoxilina, 0.2 g yodato de sodio(NalOs), 1 g de acido citrico
(CsHsO7), 50 g hidrato de cloral (CoH3Cl30;), 1000 mL de agua destilada] por 8 min.
Posteriormente, se lavo la muestra con agua corriente por 1 min, después con agua destilada, y al

final se sumergio en etanol al 80 % en presencia de la solucion de eosina-floxina 1 g floxina B, 100
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mL agua destilada; 780 mL etanol al 96 %, 4 mL 4cido acético glacial) por 2 min. Después se
contrasto en solucion de eosina-floxina por 3 min, y se deshidratoé y aclaro a través de dos cambios
de 2 min cada uno en etanol al 96 %, etanol absoluto y Xileno, finalmente se mont6 en un medio

resinoso y las muestras fueron observadas empleando el microscopio ZEISS Primo Star LED.

h Analisis histologico de higado y rifién

El analisis histologico se realizo por duplicado con la participacion de dos expertos en
analisis histopatoldgico mediante el andlisis de al menos 40 campos a 10 X, y acorde a lo reportado
por Plazas Guerrero y col. (2021) y Quifionez-Bastidas y col. (2022) con modificaciones.

La morfologia hepéatica se analiz6 con el objetivo de identificar si alguna de las dietas
conducia a muerte celular por apoptosis o necrosis, alteraciones estructurales asociadas a
inflamacion y fibrosis, asi como alteraciones metabdlicas como esteatosis y presencia de células
balonadas. Por su parte, en el rifién se buscod apreciar muerte celular a través de apoptosis o
necrosis, alteraciones estructurales asociadas a inflamacion e insuficiencia renal, asi como
alteraciones funcionales como glomerulopatia o reduccion de la capsula de Bowman. Los
resultados se presentaron como imagenes compuestas por fotografias a 10X y 40X indicando los
cambios histopatologicos mas relevantes que se observaron en la mayoria de los individuos del

respectivo grupo.
10  Analisis estadistico

Los resultados obtenidos entre las tortillas fueron analizados por una prueba ¢ student para la
comparaciéon de muestra + la desviacidon estandar utilizando el programa estadistico GraphPad
Prism 5.0. Los resultados obtenidos fueron recolectados en una base de datos en Microsoft Excel
y posteriormente exportados al software extadistico GraphPad Prism 5.0 donde fueron analizados.

Para las muestras de frijol los datos se realizaron aplicando una ANOVA unifactorial,

mediante el paquete estadistico Minitab 19, y para la comparacién de medias se utilizo la prueba
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de Tukey con una nivel de significancia del 95% (p<0.05). Las variables de consumo de alimento,
masa corporal y niveles séricos de glucosa fueron procesadas mediante una ANOVA de una via de
medidas repetidas seguido por una prueba post-hoc de Tukey. Los resultados de estas variables se
presentan como medias + el error estandar de la media. Para todas las evaluaciones se establece un

valor de p<0.05 para considerarse estadisticamente significativo.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A Composicion proximal de frijol tépari y tortillas

1 Composicion proximal de frijol tépari

El Cuadro 11 se observa el contenido quimico proximal del frijol tépari crudo, fermentado
y fermentado /extrudido. La FES mostré un efecto positivo en el contenido de proteinas, donde se
puede observar un incremento significativo del 31.6 % (25 vs 32.9 %) con respecto al grano sin
procesar. Por otro lado, el proceso de coccion por extrusion también mostréd un efecto favorable en
este parametro, donde se puede observar un incremento (p<0.05) del 10 % (32.9 vs 36.4), cuando
la harina fermentada de frijol tépari fue procesada en el extrusor. Asimismo, el proceso secuencial
muestra un aumento del 42 % en la cantidad de proteina. Este impacto favorable que fue observado
en el proceso secuencial, pudiera ser debido a que tanto la fermentacion en estado solido y la
coccion por extrusion favorecen la degradacion de algunos compuestos antinutricionales, los cuales
pudieran estar interviniendo con algunas proteinas. Mientras que la extrusion también favorece la

desnaturalizacion de proteinas (Mora-Uzeta y col., 2019; Gamez-Valdez y col., 2021).

Resultados similares fueron reportados por Sanchez-Magana y col. (2014), quienes
mostraron contenidos de proteina en tempe de garbanzo del 31 %. Sin embargo, otros autores
reportaron contenidos menores (25.33 %) en proteina en frijol tépari fermentado (Mora-Uzeta y

col., 2019).

La diferencia en el contenido de proteina con estos autores podria atribuirse a la utilizacion
de diferentes variedades o genotipos de grano, asi como a las diferentes condiciones en el proceso
de fermentacion y/o extrusion. Por ejemplo, en un estudio realizado por Abu-Salem y Abou-Arab

(2011) durante la elaboracion de tempe de garbanzo, no adicionaron la testa al producto final,
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Cuadro 11. Composicion quimica de frijol tépari

Muestra
Propiedad HFC HFF HFFE
(%)
Proteinas 25.0 +£2.4¢ 32.9+ 1.74b 36.4 +0.0°
Lipidos 1.2 + 0.05° 2.3 +£0.09% 0.5 +£0.05°
Cenizas 4.7 +£0.22 2.8+ 0.02° 2.8+ 0.03b
Carbohidratos 704 +£2.62 60.0 + 1.6° 65.2 +0.4°

a-c Numeros con diferentes superindices en el mismo rengléon indican diferencia estadistica Tuckey
(p<0.05); Frijol crudo (HFC) Frijol Fermentado (HFF); Frijol fermentado extrudido (HFFE).
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la cual si fue recuperada y adicionada en nuestro estudio. Es importante sefialar que esta fraccion
anatomica puede diluir la concentracion de proteina en tempe, ya que presenta un bajo contenido

de este componente nutricional.

El contenido de lipidos mostré un aumento (92 %) significativo cuando el grano de frijol
tépari fue sometido al bioproceso de fermentacion en estado sélido (1.2 vs 2.3 %). Este aumento
pudiera ser debido a que R. oligosporus sintetiza lipasas que liberan acidos grasos (Mora-Uzeta y
col., 2019), los cuales pueden ser cuantificados por la metodologia utilizada en el presente proyecto
de investigacion. Por otro lado, el proceso de coccion por extrusion en la harina fermentada causo
una disminucion significativa del 78 % (2.3 vs 0.5 %). Se ha reportado que la cantidad de lipidos
disminuye durante el proceso de coccion por extrusion como consecuencia de las condiciones del
proceso (temperatura alta, velocidad del tornillo, presion, fuerza de cizallamiento), las cuales
inducen la formacion de complejos entre lipidos y otras macromoléculas (almidén) en la harina de
frijol tepari fermentado extrudido (HFFE), por lo que pudo dificultar la extraccion y causar un
decremento aparente del contenido de lipidos en las muestras analizadas (Reyes-Moreno y col.,

2018; Félix-Medina y col., 2020).

En un estudio con cebada procesada secuencialmente (fermentacion en estado
solido/extrusion) observaron una disminucion significativa del 60 % de lipidos cuando la harina
fermentada fue sometida al proceso de coccidon por extrusion (Xiao y col., 2022). Este efecto
ocasionado por la coccidn por extrusion tiene ventajas cuando se requieren elaborar alimentos con

bajo contenido en lipidos, lo que pudiera generar un enfoque mas saludable.

El contenido de cenizas fue menor en las muestras procesadas con respecto al grano crudo.
En este estudio fue observado una disminucién (p<0.05) del 40 % cuando el grano de frijol tépari
fue sometido al bioproceso de fermentacion en estado solido (4.7 vs 2.8%). Esta disminucion

significativa pudiera ser debida a las caracteristicas de la fermentacion. Durante este bioproceso se
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daun remojo de 16 h, previo a la coccidon, ademas durante la etapa de coccién y remojo se pudieron
lixiviar minerales al liquido de coccion y remojo, lo que ocasiond la disminucion de minerales con
respecto al grano sin procesar. Por otro lado, el procesamiento por extrusidn no generé cambios

con respecto a la harina fermentada.

2 Composicion quimica proximal de tortillas

En el Cuadro 12 se observa la composicion quimica de la tortilla adicionada con harina de
frijol tépari fermentado/extrudido (TaHFFE) y la tortilla control o tortilla sin adicionar (TC). La
adicion de harina de frijol tépari fermentado/extrudido (HFFE) en la harina nixtamalizada de maiz
para elaborar tortillas, mostr6 un incremento favorable (p<0.05) cerca del 35 % en el contenido de
proteina en comparacion con la TC. Este incremento era de esperar, dado que el frijol tépari tiene
valores de proteina mas altos que el maiz (Cuadro 11). Ademads, los niveles de proteina en el grano
de frijol se incrementan despues de ser bioprocesado por fermentacion en estado solido, y
extrudido, tal como lo han reportado diversos investigadores (Mora-Uzeta y col., 2019; Gamez-
Valdez y col., 2021). Estos resultados le otorgan una gran ventaja a la tortilla desarrollada en este
trabajo de investigacion, ya que la adicion de proteina vegetal rica en aminoacidos como triptéfano
y lisina (provenientes del frijol procesado sencuencialmente) a la tortilla de maiz azul, puede
incrementar su valor nutricional por complementacion de sus aminodcidos limitantes (Trevifio-
Mejia y col., 2016). Sin embargo, algunos estudios donde han reportado el enriquecimiento de la
tortilla con alguna leguminosa, no han mostrado una aceptabilidad positiva, sobre todo en el
aspecto sensorial (Malovany y col., 2004). Argiiello-Garcia y col. (2017) informaron que el
contenido de proteina de tortillas adicionadas con 20 % de harina Jatropha curcas increment6 6.20

%, valores inferiores con respecto a las tortillas analizadas en nuestro estudio.
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Cuadro 12. Composicion quimica de tortillas

Muestra
Propiedad (%) TC TaHFFE
Proteinas 11.1+£1.6° 15.1 £2.5°
Lipidos 3.8+£0.01° 3.1£0.02°
Cenizas 1.6 £ 0.05° 1.8 +£0.042
Carbohidratos 83.2+1.9% 79.9

a-b Numeros con diferentes superindices en el mismo renglon indican diferencia estadistica ¢-

student (p<0.05). Tortilla control (TC), Tortilla adicionada con frijol fermentado/extrudido
(TaHFFE)
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Al igual que lo reportado por Argiiello-Garcia y col. (2017) la cantidad de lipidos disminuy6
en TaHFFE; este resultado se puede atribuir al menor contenido de lipidos en la HFFE (0.5 %) con
respecto a la tortilla de maiz azul (3.8 %). Por ultimo, no fue observada diferencia significativa
entre los dos tipos de tortillas con respecto al contenido de cenizas. Sin embargo, el contenido de

carbohidratos disminuyé de manera significativa en TaHFFE o tortilla adicionada.

B  Perfil de aminoacidos y digestibilidad proteinica in vitro (DPIV) de frijol tépari y
tortillas

1 Perfil de aminoacidos y DPIV de frijol tépari

Los aminoécidos esenciales, son aminoacidos que los humanos y otros vertebrados no pueden
sintetizar a partir de intermediarios metabdlicos. Estos aminoacidos deben obtenerse de forma
exogena a través de la dieta, ya que el cuerpo humano carece de las vias metabolicas necesarias
para su sintesis (Hou y col., 2015; Hou y Wu, 2018; Lopez y Mohiuddin, 2024). Una excelente
fuente de proteina vegetal son las leguminosas, principalmente proteinas de almacenamiento
(albiiminas, globulinas y glutelinas), asimismo, también se ha reportado que son fuente importante
de aminoacidos como Lys, Leu, Asp y Arg, sin embargo, carecen de Met + Trp (Bessada y col.,

2019; Arnal y col., 2023).

En este estudio, fue obtenido el contenido del perfil de aminoacidos evaluados por el método
de HPLC (Cuadro 13) para las harinas de frijol crudo (HFC), fermentado (HFF), y la harina de
frijol bajo el proceso secuencial (fermentado/extrudido) (HFFE). De acuerdo con el método
utilizado, no fue observado diferencia significativa entra los aminoacidos His, Thr, Val y Lys,
mientras que el perfil de aminoéacidos de las harinas de HFC, HFF y HFFE, mostr6 cambios

significativos (p<0.05) en ciertos aminoacidos esenciales.
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Cuadro 13. Perfil de aminoacidos esenciales de frijol tépari

AAE HFC HFF HFFE FAO
His 2.41+0.032 2.90 £ 0.25% 2.88 £0.022 1.60
Thr 3725 +£0.32 4.025+0.38 3.81 £0.052 2.50
Val 3.93+0.16% 401 £0.112 4.14 £0.15° 4.00

Met+Cys 2.28 +£0.14¢ 3.18 £ 0.092 2.88+£0.07° 2.30
Ile 4.18 £0.20° 3.43+0.09° 3.30+£0.02° 3.00
Leu 7.85+ 0472 7.16 + 0.04° 6.99 = 0.08° 6.10
Phe+Tyr 7.59 +0.59° 9.41+0.47° 9.22 £0.07* 4.10
Lys 6.32+0.372 6.30 = 0.005° 6.12+0.112 4.80
Trp 1.07 £ 0.052 1.1 £0.06% 0.09 £ 0.009° 0.66
Total 39.38 41.52 39.46 28.4
% DPIV 75.6£0.3° 782+ 1.1° 81.6 +1.4°

a-c Numeros con diferentes superindices en el mismo renglén indican diferencia estadistica Tuckey
(p=<0.05). (g/100g de proteina). AAE: Aminoacidos esenciales. Harina de Frijol crudo (HFC), Harina de
Frijol fermentado (HFFE), Harina de Frijol Fermentado/Extruido (HFFE). FAO: Requerimientos de AAE
para nifios de 3 afios y mayores. DPIV: digestibilidad proteinica in vitro.
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La HFF mostré un incremento (p<0.05) del 39.4 % en Met y Cys con respecto a HFC, sin
embargo, fue observado una disminucion de 10 % de estos mismos aminoacidos al someter la HFF
al proceso de coccion por extrusion. También se observa un incremento significativo (p<0.05) en

Phe + Tyr en HFF y HFFE (23 y 21 %) con respecto al grano sin procesar (HFC).

El proceso de FES ocasiono6 un incremento de los aminodcidos Met y Cys, Phe + Tyr, este
efecto por el bioproceso de Rhizopus oligosporus puede deberse a la transformacion de algunos
aminoacidos a otros. La FES estimula la actividad de la proteasa enddgena del frijol al disminuir
el pH (Arnal y col., 2023; Dallagnol y col., 2013), hidrolizando proteinas y aumentando el
contenido de aminoacidos libres. Por lo tanto, las proteasas producidas por microorganismos
durante la fermentacion también podrian hidrolizar la proteina del frijol (Arnal y col., 2023;

Capuani y col., 2013).

De igual manera a lo reportado en este estudio, Hu y col., (2019) demostraron que la
proporcién de aminoacidos esenciales aumentaba después de la fermentacion en estado solido,
como Thr, Val e Ile. Asimismo, Mao y col. (2020) reportaron que aumentaron significativamente
los contenidos de Tyr, Phe, Ile, Val, y otros aminoacidos esenciales después del proceso de

fermentacion.

El contenido en algunos de los aminoacidos disminuyé después de la coccion por extrusion,
como Ile (21 %), Leu (10 %) y Trp (91.6%), con respecto al grano sin procesar, lo que puede
deberse a la conversion y descomposicion de los aminoacidos en pequefias moléculas de amoniaco
bajo la influencia de altas temperaturas y altas presiones durante este proceso (Urbano y col., 2005;

Arnal y col., 2023).
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La coccion por extrusion es llevada por alta temperatura y alto cizallamiento utilizado en la
texturizacion de alimentos que se ha popularizado en los tltimos tiempos. Se utiliza ampliamente
en el procesamiento de snacks, cereales, carne, y una variedad de otros productos. Las altas
temperaturas, y las presiones de corte utilizadas durante la coccidon por extrusion, pueden
desnaturalizar o degradar proteinas y aminoacidos, y afectar la calidad de las proteinas de forma
positiva o negativa, dependiendo de los aminoacidos presentes en la matriz alimenticia, y de la

temperatura utilizada durante el proceso (Pasqualone y col., 2020).

Adeleye y col. (2020) reportaron que la coccion por extrusion a 100 °C disminuyd de manera
significativa la concentracion de algunos aminoacidos, sin embargo, Met, Cys, Glu, Pro, Ser y Tyr,
no fueron afectados a esta temperatura. Por otro lado, el uso de 140 °C en el proceso, redujo la
concentracion de todos los aminoacidos, excepto Tyr. La pérdida de aminoacidos presentes en la
matriz alimentaria durante el proceso de coccién por extrusion puede deberse a las altas
temperaturas, velocidad de tornillo y contenido de humedad de la muestra. Sin embargo, se ha
reportado que una de las variables que mas influye en la degradacion de aminoacidos, es la
velocidad de tornillo del extrusor. Asimismo, debido a las condiciones del proceso, se favorece la
reaccion de Maillard, donde el grupo amino de la Lys, reacciona con el glusido reductor, por lo

tanto, este aminoacido podria disminuir (Félix-Medina y col., 2021).

Referente a la digestibilidad proteinica in vitro en las muestras evaluadas en este estudio,
fueron observados valores que oscilan entre 75.6 a 8§1.62 % (Cuadro 13), donde el menor promedio
(75.6 %) corresponde al grano de frijol tépari sin procesar o grano crudo (HFC), sin embargo, se
observo que la biotransformacion del grano de frijol en tempe, aumentd (p<0.05) el 3.4 % con
respecto a la HFC. Mientras que la coccion por extrusion del grano fermentado también favorecio

el incremento (p<0.05) de la la digestibilidad proteinica in vitro (4.35 %). Es importante resaltar
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que con respecto a la HFC, la HFFE mostr6 un incremento (p<0.05) en la digestibiliad proteica del

8 %.

El cambio en la digestibilidad de las proteinas causado por el tratamiento térmico puede estar
relacionado con la desnaturalizacion de la proteina durante el proceso de coccion por extrusion y
la reduccion de compuestos antinutricionales (observada en este estudio), lo que resulta en cambios
en la conformacion de las proteinas que provoca y promueve mayores valores de digestion. La
interaccion con proteasas promueve la hidrolisis de enlaces peptidicos y aumenta la degradacion

de proteinas (Peng y col., 2014; Gamez-Valdez y col., 2021).
2 Perfil de aminoacidos y DPIV de tortillas

El Cuadro 14 muestra el contenido de aminoécidos esenciales de la tortilla de maiz azul
nixtamalizada o tortilla control (TC), y tortilla de maiz azul adicionada con harina de frijol tépari
fermentado/extrudido (TaHFFE). El contenido total de AAE en la TaHFFE fue superior al sugerido
por la FAO (2013) para nifios (3 afios y mayores), adolescentes y adultos. Por otro lado, es
importante mencionar que los aminoacidos Lys e Ile resultaron los aminoacidos limitantes en
ambas tortillas. Estos resultados son similares a lo reportado por Gamez-Valdez y col. (2021),
quienes enriquecieron tortilla con harina de amaranto extrudido, e informaron que el aminoéacido

Lys en la tortilla enriquecida y sin enriquecer, también fue el limitante.

La adicion de HFFE a la harina de maiz azul nixtamalizada para la elaboracion de tortilla en
el presente proyecto, favoreci6 el incremento (p<0.05) de los aminoacidos Thr (7.49 %), Phe + Tyr

(23.52 %), y Lys (9.24 %) respectivamente.
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Cuadro 14. Perfil de aminoacidos esenciales de tortillas de maiz

AAE TC TaHFFE FAO
His 2.45+0.07% 2.35+0.07* 1.60
Thr 2.67 +0.04° 2.87+0.05* 2.50
Val 4.53+0.48 448 +0.45* 4.00

Met+Cys 3.22+0.332 2.73+0.112 2.30
Ile 2.63+0.15* 2.78+0.192 3.00
Leu 10.13 £ 0.54* 9.73 £0.322 6.10
Phe+Tyr 7.61 £0.26° 9.40 +0.29* 4.10
Lys 2.38 £0.06° 2.6 +0.332 4.80
Trp 0.59 +0.04* 0.58 £0.04* 0.66
Total 36.24 37.55 28.4
% DPIV 76.88 £0.12 77.6£0.22

a-b Numeros con diferentes superindices en el mismo renglon indican diferencia estadistica t-
student (p<0.05) (g/100g de proteina). AAE: Aminoacidos esenciales. Tortilla control (TC),
Tortilla adicionada con Harina de Frijol Fermentado/Extrudido (TaHFFE). FAO: Requerimientos
de AAE para nifios de 3 afos y mayores. DPIV: digestibilidad proteinica in vitro.
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El aumento de estos aminoacidos puede deberse a que la HFFE muestra un mayor contenido

de estos aminoacidos que la tortilla control.

Con respecto a la DPIV (Cuadro 14), se observé que las tortillas enriquecidas con frijoles
tepari tratados continuamente mostraron el porcentaje mas alto en comparacion con las tortillas de
control (77.6 vs. 76.88 %). Dado el alto consumo en México, agregar a las tortillas tradicionales
ingredientes que puedan aumentar el valor nutricional sin cambiar las propiedades sensoriales es
una alternativa efectiva. La adiciéon de harina de frijol fermentada/extruida y harina de maiz
nixtamalizada en una proporcion de 15:85 proporciona beneficios nutricionales, incluido un

aumento significativo en algunos AAE.

La adicion de HFFE no generé un aumento significativo en el % de DPIV en la TaHFFE,
aunque se ha reportado que el bioproceso de fermentacion en estado sdlido incrementa la DPIV en
leguminosas como consecuencia de la liberacion de enzimas proteoliticas por el hongo al realizar
una predigestion de los macronutrientes del sustrato (Kiers y col., 2000; Reyes-Bastidas y col.,
2010; Mora-Uzeta y col., 2019; Mora-Rochin y col., 2024) es probable que la cantidad agregada

de HFFE (15 %) no haya sido suficiente para generar un cambio significativo.

Otros factores que afectan DPIV son las condiciones del proceso de extrusion. Durante este
tratamiento, la digestibilidad de las proteinas de los granos utilizados aumenta debido a la
erradicacion de factores antinutricionales (principalmente inhibidores de enzimas) y la
desnaturalizacion de las proteinas a través de diversas combinaciones de variables del proceso
(temperatura, velocidad, tornillo, humedad y temperatura). se ha observado un aumento. resistencia
al corte (Leon-Lopez y col., 2019). Estos resultados fueron observados directamente en el grano
de frijol procesado secuencialmente (HFFE) (Cuadro 13) Sin embargo, los resultados no fueron

significativos después del enriquecimiento de la tortilla control.
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Argiiello-Garcia y col. (2017) realizaron una investigacion con la finalidad de encontrar la
mejor proporcion de ingredientes para enriquecer tortillas de maiz, y aumentar su calidad
nutricional sin modificar sus caracteristicas organolépticas, enriqueciendo con valores de 5, 10, 15
y hasta 20 %, estos autores reportaron mediante un andlisis sensorial buena aceptacion de la
proporcion (15:85) con el ingrediente enriquecedor, y la tortilla de maiz respectivamente, aunado
a esto, al evaluar pruebas nutricionales mostraron resultados positivos en el aumento de las

proteinas de hasta un 20 % y sin modificaciones reoldgicas.

La fortificacion y el enriquecimiento de los alimentos basicos se considera la estrategia mas
eficaz para proporcionar mejoras en la calidad nutricional de la poblacion. Anteriormente, se
informo6 que el consumo de proteinas, especialmente proteinas de bajo costo, como las contenidas
en frijol, aumenta el valor nutricional (fortificacion) de las tortillas de maiz (Chuck Hernandez y

Serna-Saldivar, 2019).

Hernandez-Hernandez y col. (2023), recomiendan que las proporciones agregadas para la
elaboracion de tortillas al incorporar un ingrediente enriquecedor es importante, ya que esta
cantidad puede variar respecto a distintos factores organolépticos al realizar un producto, lo que
nos lleva a la importancia de considerar este aspecto si se pretende realizar un alimento

nutracéutico.

C  Compuestos antinutricionales de frijol tépari y tortillas
1 Compuestos antinutricionales en frijol tépari

La presencia de compuestos antinutricionales como acido fitico, taninos e inhibidores de
tripsina son las principales razones de la baja biodisponibilidad de proteinas y minerales en las
legumbres. Estos antinutrientes forman complejos con proteinas y minerales (como el hierro y el
zinc) e inhiben la biodisponibilidad de las proteinas en el cuerpo. Por ello, es importante disminuir

o eliminar este tipo de compuestos para mejorar la biodisponibilidad de los nutrientes con
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capacidad bioldgica en el organismo. Por otro lado, existen métodos y técnicas tradicionales que
se pueden usar individualmente o en combinacion para reducir la concentracion de estos factores
que se cree que inhiben la nutricion. Estos incluyen pelado, remojo, fermentacion en fase sélida,
germinacion, pelado, esterilizacion y extrusion, entre otros (Yadav y col., 2019; Pathaw y col.,

2022).

En este estudio se pudieron observar disminuciones de 13.8 % cuando el grano de frijol fue
bioprocesado por FES, asimismo, la coccidon por extrusion del grano fermentado ocasiond
disminuciones del 17 %, mientras que el proceso secuencial logré disminuir el 29 % de este
compuesto (18.1 vs 12.9 mg EAF/g, bs) (Cuaro 15). Lo anterior demuestra que las tecnologias
aplicadas al grano de frijol tépari si lograron disminuir de manera favorable el contenido de 4cido

fitico.

El 4cido fitico es capaz de unirse a minerales como el célcio, hierro y zinc, disminuyendo su
absorcion y aprovechamiento. La reduccién de acido fitico, que se encuentra en forma de
mioinositol hexafosfato (IP6) en cereales y leguminosas podria atribuirse a la produccion de la
enzima fitasa durante la fermentacion (por el hongo utilizado), proceso que facilita el bioproceso
de degradacion (Selle y col., 2000; Troesch y col., 2013). La fitasa puede producirse de forma
natural (fitasa enddgena) o por microorganismos (fitasa exdgena). Se sabe que la temperatura

Optima para la actividad de la fitasa oscila entre 35 °C y 45 °C (Sindhu y Khetarpaul, 2001).

En el presente estudio, la temperatura utilizada durante la fermentacion fue de 37 °C lo que

favorece el proceso eficaz de reduccion de fitato mediante la enzima fitasa.
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Cuadro 15. Contenido de compuestos antinutricionales de frijol tépari.

Frijol tépari

Factor antinutricional

HFC HFF HFFE
Acido Fitico (mg EAF/g) 18.1+£0.22 15.6+£1.3° 129+ 1.8°
Saponinas (mg ED/g) 17.39+0.53 26.02+0.382 8.23+0.37¢
Inhibidores de tripsina 154.71+4.94* 8.84+0.41° 2.82+0.12°¢
(UTl/g)
Taninos condensados 53.5+4.0° 7.5+0.5° ND
(mg EC/ g)
Lectinas (UHA) ND ND ND

a-c Numeros con diferentes superindices en el mismo renglén indican diferencia estadistica Tuckey
(p<0.05). mg EAF/g: miligramos equivalentes de acido fitico/ g de muestra en base seca; mg ED/g:
miligramos equivalentes de de diosgenina/ de muestra en base seca; UTI/g: unidades de tripsina inhibidas/
de muestra en base seca; mg EC/g: miligramos equivalentes de catequina/ g de muestra en base seca;
UHA/g: unidades de actividad hemaglutinante/ g de muestra en base seca; HFC: Frijol crudo HFF: Frijol
fermentado; HFFE: Frijol fermentado extrudido.
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Mientras que durante la coccion por extrusion fueron utilizadas altas temperaturas por cortos

tiempos, lo cual también pudiera ser una de las razones por el cual él acido fitico fue disminuido.

Las fitasas tienen la capacidad de desfosforilar el fitato de forma gradual a una serie de ésteres
inferiores de fosfato de inositol (mioinositol pentafosfato al mioinositol monofosfato) y
ultimamente, al inositol y al fésforo inorganico (Selle y col., 2000). Esta enzima rompe el enlace
fosfato y reduce atin mas el hexafosfato de inositol mas reactivo en el monofosfato de inositol
menos reactivo (Terefe y col., 2021). Por lo tanto, la desfosforilacion del fitato es un requisito
previo para incrementar el valor nutricional de los alimentos con diversos métodos de
procesamiento, porque la eliminacion de los grupos fosfato del anillo de inositol disminuye la

fuerza de uniéon mineral del fitato (Terefe y col., 2022).

Los metabolitos secundarios como las saponinas [del latin sapon (jabon)] estan presentes en
las plantas como triterpenos en forma de glisidos. Estos compuestos se consideran hidrofilos y
tienen un alto peso molecular. La estructura proporciona la capacidad de formar espumas y
emulsiones. Generalmente se caracterizan por un sabor amargo y astringente, pudiendo ser
insipidos dependiendo de la estructura del alimento y de los tratamientos durante su procesamiento.
Estos compuestos interactian con las membranas de las células de la mucosa intestinal, cambiando
su permeabilidad, provocando irritacion, alterando el transporte de nutrientes y reduciendo la
absorcion de nutrientes a través de la mucosa. Sin embargo, tomarlo en concentraciones bajas
puede resultar beneficioso. Su capacidad para interactuar con nutrientes como el colesterol dificulta
la absorcion, reduciendo el riesgo de hipercolesterolemia y enfermedades cardiovasculares

(Campos-Vega y col., 2010; Singh y col., 2017; Martin-Cabrejas, 2019; Kumar y col., 2022).

Las leguminosas son fuente importante de saponinas, se han reportan en garbanzo, alubias,

lentejas y chicharos. Se trata de un compuesto antinutricional termoestable, y esta relacionado con
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diferentes propiedades bioldgicas como son, anticolesterolémicas, anticancerigenas y anti-
hepatotdxicas. En frijol se ha informado que puden inhibir el desarrollo de tumores in vivo ¢ in

vitro, utilizando modelos de cancer de colon (Sharma y col., 2021).

En este estudio fue observado que las harinas de frijol mostraron un incremento (p<0.05) del
49.6 % (17.39 vs 26.02 mg ED/g) en frijol fermentado, y una disminucion (p<0.05) del 68.4 %
(26.02 vs 8.23 mg ED/g) cuando la harina fermentada fue sometida al proceso de coccidon por
extrusion. Ademas, es importante sefialar que el proceso secuencial (fermentacion/extrusion) logrd
disminuir (p<0.05) el 47.32 % (8.23 vs 17.39 mg ED/g, bs) el contenido de seponinas con respecto

al grano crudo (Cuadro 15).

Los inhibidores de tripsina o proteasas digestivas se consideran compuestos que interfieren
en el proceso digestivo de algunas proteinas durante la absorcion y/o utilizacion metabolica de los
aminoacidos. Las proteasas o peptidasas pueden controlar diversos procesos fisiologicos en el
cuerpo humano. Una de sus principales funciones es catalizar la ruptura de enlaces peptidicos,
realizar la hidrélisis de proteinas y realizar la digestion y/o utilizacion de aminoacidos presentes en

los alimentos (Avilés-Gaxiola y col., 2018).

En este estudio fue observado, que tanto la fermentacion en estados s6lido y la coccion por
extrusion, disminuyeron de manera significativa inhibidores de tripsina. El bioproceso de
fermentacion en estado solido del grano de frijol tépari causé una reduccion del 94 % (8.8 vs 154.71
UTl/g, bs), respectivamente. Asimismo, fue observado que el tratamiento térmico de coccioén por
extrusion del tempe de frijol, mostré también una disminucioén (p=<0.05) del 68 % (2.82 vs 8.8
UTl/g, bs). Mientras que el proceso secuencial (fermentacion en estado solido/extrusion) del grano

crudo logré disminuir el 98 % (2.82 vs 154.71 UTl/g, bs), respectivamente (Cuadro 15).
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La disminucion de los inhibidores de tripsina utilizando diferentes tratamientos térmicos, han
sido una herramienta ampliamente estudiada, y en este estudio se pudo observar que los
tratamientos de manera secuencial lograron disminuir de manera efectiva este compuesto

antinutricional.

La tripsina es una enzima que secreta el pancreas, y que es esencial para la digestion de
proteinas en el tracto gastrointestinal. La presencia de inhibidores de esta enzima en las legumbres
las hace resistentes a la accion de la pepsina y al pH acido del estdmago, perjudicando su actividad
proteolitica (Bessada y col., 2019). En particular, los inhibidores de tripsina se unen a los
aminoacidos esenciales lisina, arginina, tirosina, triptéfano y fenilalanina (Kumar y col., 2022).
Como resultado, la digestibilidad de las proteinas de las leguminosas disminuye y aumenta la
pérdida de nitrogeno fecal. Estudios en pollos y ratas también han observado que su presencia
puede provocar pancreatitis y defectos de crecimiento (Ros-Berruezo y Periago-Caston, 2017 Sin
embargo, también se considera que tienen propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas

(Aviles-Gaxiola y col., 2018; Kumar y col., 2022).

Las legumbres con los niveles mas altos de inhibidores de tripsina y quimotripsina incluyen
la soja (Glycine max) y el frijol (Phaseolus vulgaris). Sin embargo, estas enzimas son termolabiles
y los tratamientos culinarios comunes de las legumbres reducen la actividad enzimatica (Kumar y

col., 2022).

Abu-Salem y col. (2014), en un estudio con tempe de soya, reportaron que el tratamiento
térmico de coccion fue el mas efectivo en la reduccion de este factor antinutricional. También se
ha reportado que, en soja y guisantes, la fermentacion puede disminuir los inhibidores de tripsina

(Ahnan-Winarno y col., 2021). En guisantes, la fermentacion redujo el nivel de inhibidor de
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tripsina en un 99 %, y el paso de coccioén contribuy6 al mayor nivel de reduccion (Stodolak y

Starzynska-Janiszewska, 2008).

Morales-Zazueta y col. (2015) informaron que la coccidon por extrusion (160 °C, 17 % de
humedad) redujo efectivamente el contenido de acido fitico en los bocadillos de harina de lentejas y lo
hizo casi por completo inactivando los inhibidores de tripsina y lectina. De manera similar, Ciudad-
Mulero y col. (2020) redujeron oligosacaridos en la harina de lentejas al 85 %, acido fitico y lectinas,
utilizando una temperatura de coccion por extrusion de 140 a 160 °C y un 17 % de humedad hasta en

un 90%.

Por este motivo, el proceso de coccion por extrusion es uno de los procesos més eficaces para la
disminucién de los compuestos antinutricionales ya que reduce el 88 % del acido fitico, el 99 % de los
inhibidores de tripsina, el 99 % de las lectinas y el 98 % de taninos, ademads contribuye al mejoramiento

de la digestibilidad del almidén y las proteinas (Offiah y col., 2019).

Las legumbres contienen diversos compuestos fendlicos como los taninos condensados. Se
trata de compuestos fendlicos solubles en agua que tienen un sabor amargo y astringente. Los
taninos pueden formar complejos con proteinas y minerales (hierro, magnesio, zinc o calcio),
reduciendo su digestibilidad y absorcion, lo que resulta en la pérdida de un buen perfil nutricional

(Kumar y col., 2022).

El uso de proteinas en seres humanos y animales se ve afectada de forma negativa por la
presencia de taninos condensados presentes en la cascara del grano de frijol (0.2 %, segun la
variedad). El efecto de los taninos presentes en los alimentos es la asociacion con proteinas,
generando la precipitacion de estas mediante interacciones hidrofobicas, asi como por puentes de
hidrégeno, quedanto como no biodisponibles para ser utilizadas por el organismo (Das y col.,

2020). Por esa razén durante mucho tiempo se les ha considerado como factores antinutricionales.
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Estos ahora se consideran ingredientes bioactivos gracias a su capacidad para ligarse a los
carbohidratos y los radicales libres. Estas propiedades antioxidantes y la inhibicion de la absorcion
de azticares en el intestino tienen efectos positivos para la salud, ya que pueden reducir el riesgo
de enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, etc. (Martin-Cabrejas, 2019).

Por lo anterior, en este estudio fue observada una disminucién (p<0.05) del 85 % de taninos
cuando el grano de frijol fue transformado por fermentacioén en estaso solido (53.5 vs 7.5 mg EC/g,
bs), asimismo, la coccidon por extrusion del grano fermentado afecto la estabilidad de este

metabolito secundario (Cuadro 15).

Esta reduccion de componentes antinutrientes se puede atribuir al proceso de remojo, que es
un paso prefermentativo. Remojar los granos reduce el contenido de compuestos que bloquean los
nutrientes. Esto se debe a que los granos se disuelven en agua y se activan las enzimas degradantes.
Ademas, acelera la gelificacion del almidon y la desnaturalizacion de las proteinas, lo que reduce
el tiempo de coccion. El remojo permite la eliminacion o reduccion de compuestos
antinutricionales como el 4cido fitico mediante la activacion de fitasa y compuestos
antinutricionales, como son taninos, saponinas, glucdsidos cianogénicos, inhibidores de enzimas y
oligosacaridos mediante lixiviacion en el agua de remojo. Asimismo, el descascarillado antes de la
coccion mejora la difusién de compuestos antinutricionales (Abbas y Ahmad, 2018; Kumar y col.,
2022). El remojo reduce otros nutrientes como son proteinas y vitaminas solubles en agua.

Las lectinas, también conocidas como hemaglutininas, son glicoproteinas que pueden unirse
de manera reversible a glicoproteinas en la superficie del tracto gastrointestinal, impidiendo asi la
absorcion de nutrientes (Muzquiz y col., 2012; Martin-Cabrejas, 2019). Las lectinas tienen la
capacidad de aglutinar o coagular los glébulos rojos mediante la union de residuos de carbohidratos
(Ros-Berruezo y Periago-Caston, 2017). También afecta la digestibilidad de las proteinas al alterar
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la actividad de algunas enzimas digestivas y reducir la absorcion de nutrientes cuando las lectinas
se unen a las células epiteliales de la pared intestinal. A pesar de estos efectos negativos para la
salud, consumir pequefias cantidades de hemaglutinina puede tener efectos positivos para la salud,
que incluyen: efectos antitumorales, prebioticos, reduccion de la obesidad y la regularizacion de
los niveles de azlicar en sangre, imitando los efectos de la insulina (Muzquiz y col., 2012). Debido
a que son termolabiles, los efectos toxicos en los humanos sélo se asocian con el consumo de
frijoles crudos o poco cocidos. Sin embargo, estos compuestos no fueron identificados en ninguna
de las muestras evaluadas en este proyecto (Cuadro 15).

Finalmente, la fermentacion es un proceso que puede reducir y eliminar diversos
componentes antinutricionales presentes en las legumbres, especialmente los compuetos que son
resistentes al calor. Durante la fermentacion ocurren reacciones enzimaticas y no enzimaticas,
dando como resultado procesos de hidrdlisis y solubilizacion de macromoléculas como proteinas
y polisacaridos como el almidon, lo que mejora la digestibilidad. Ademas, dependiendo del
microorganismo responsable de la fermentacion, unos u otros compuestos antinutricionales se ven
afectados. Mientras que los oligosacaridos son utilizados por los microorganismos responsables de
la fermentacion para realizar sus actividades, son hidrolizados por la enzima o-galactosidasa
producida por estos microorganismos. Los compuestos fenolicos como el 4cido fitico y los taninos
se descomponen mediante enzimas producidas durante la fermentacion. Por otro lado, las
legumbres se consumen después de tratamientos térmicos como coccion a presion atmosférica,
coccion a alta presion y alta temperatura, microondas, extrusion o autoclave, fritura y tostado.
(Jeyakumar y Lawrence, 2022).

Por lo anterior se considerd que se trataba respectivamente de compuestos antitroficos
termolabiles o termoestables. Sin embargo, los taninos, el acido fitico, las saponinas y algunos
factores flatulentos se consideran termoestables. Los inhibidores de proteasas, las lectinas y los

glucosidos de cianuro se consideran compuestos termolabiles, por lo que su reduccion se basa en
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su desnaturalizacion. Sin embargo, durante la coccion, los taninos se acomplejan con las proteinas,
y los oligosacaridos se hidrolizan con el calor y se convierten en disacaridos y monosacaridos,
reduciendo asi su capacidad de provocar flatulencias. De todas formas, no todos los tratamientos
térmicos son efectivos. A la hora de cocinar en casa, lo mejor es combinar el remojo (tiempo de
remojo prolongado, 24 horas) con la coccion para asegurar la ingesta de compuestos termolabiles

y antinutricionales (Martinez-Marti y Larrea-Santos, 2023)

2 Compuestos antinutricionales de tortillas

Respecto a la identificacion de compuestos antinutricionales en las tortillas en estudio, la
determinacion de acido fitico no mostr6 diferencia significativa (14.9 vs 14.3 mg EAF/g, bs), sin
embargo, fue observada una ligera disminucion del 8.6 % de acido fitico cuando la tortilla fue
adicionada con frijol tépari fermentado/extrudido (Cuadro 16). Esta ligera disminucion pudo ser
debido a que el frijol procesado de manera secuencial presenta un menor contenido de este

compuesto antinutricional que la correspondiente tortilla control (12.9 vs 14.9 mg EAG/g, bs).

Por lo anterior, es conveniente que el acido fitico en los alimentos se encuentre en bajas
concentraciones, este antinutriente puede unirse a minerales como el cdlcio, hierro y zinc,
disminuyendo su absorcién y aprovechamiento (Abdulwaliyu y col., 2019), sin embargo, los
resultados obtenidos en nuestro estudio fueron relativamente bajos, y no serian perjudiciales para
la salud. Sin embargo, algunos reportes mencionan que este compuesto a bajas concentraciones es

deseable, ya que actlia como un antioxidante natural (Silvia y Bracarense, 2016).

Por otro lado, no fue observado un cambio en el contenido de saponinas por la adicion
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Cuadro 16. Contenido de compuestos antinutricionales de tortillas.

Tortillas
Factor antinutricional TC TaHFFE
Acido Fitico (mg EAF/g) 149+0.72 143 +£0.72
Saponinas (mg ED/g) 8.52+0.182 8.50+£0.182
Inhibidores de tripsina (UTI/g) ND ND
Taninos condensados (mg EC/ g ) ND ND
Lectinas (UHA) ND ND

a-b Numeros con diferentes superindices en el mismo renglon indican diferencia estadistica t-
student (p<0.05). mg EAF/g: miligramos equivalentes de acido fitico/ g de muestra en base seca;
mg ED/g: miligramos equivalentes de de diosgenina/ de muestra en base seca; UTI/g: unidades de
tripsina inhibidas/ de muestra en base seca; mgEC/g: miligramos equivalentes de catequina/ g de
muestra en base seca; UHA/g: unidades de actividad hemaglutinante/ g de muestra en base seca;
TC: tortilla control sin enriquecer; TaHFEE: tortilla adicionada con frijol fermentado extrudido.
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de HFFE a la harina nixtamalizada de maiz azul para elaborar tortillas. Ademas, el resto de los
factores antinutricionales (inhibidores de tripsina, taninos condensados y lectinas) no fueron

detectados en ninguna de las tortillas en estudio (Cuadro 16).

El bajo contenido de factores antinutricionales en la harina de frijol tépari
fermentada/extruida (HFFE) indica la importancia de agregar esta harina a la produccion de
tortillas de maiz azul nixtamalizado sin comprometer su valor nutricional. Estos resultados pueden
indicar que el procedimiento desarrollado para eliminar estos componentes fue exitoso. Utilizamos
la fermentacion en estado solido y la reduccion de coccion por extrusion propuestas en este estudio.
Por lo tanto, se espera que se proporcionen en la dieta alimentos que contengan niveles suficientes
de factores antinutricionales que protejan las proteinas, aminodcidos, minerales y vitaminas de la

dieta y promuevan su uso para influir positivamente en la salud del individuo.
D  Compuestos bioactivos de frijol tépari y tortillas
1 Compuestos bioactivos de frijol tépari

El Cuadro 17 muestra el contenido de compuestos bioactivos presentes en el grano de frijol

procesado de manera secuencial (fermentacion en estado sélido / extrusion).

En este estudio fue observado que la biotransformacion del grano de frijol tépari en tempe
ocasiono la disminucion (p<0.05) del 38 % en el contenido de antocianinas totales (2.6 vs 1.6 mg
C3G/100 g, bs) (Cuadro 17). Asimismo, la coccion por extrusion del grano bioprocesado por

fermentacion en estado solido, ocasioné la degradacion de este metabolito secundario.

Las antocianinas son afectadas por factores como altas temperaturas (Mora-Rochin y col.,

2016), las cuales fueron utilizadas durante ambos procesos utilizados en este estudio.
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Cuadro 17. Contenido de compuestos fenolicos y antocianinas de frijol tépari

HFC HFF HFFE
Antocianinas mg de Cianidina-3-glucdsido / 100 g bs
2.6+ 0.6 1.6 +0.2° ND
Fraccion de compuestos Contenido de fendlicos de frijol

fendlicos (mg EAG/ 100 g)!

Libres 1253 £11.4° 1989 +11.32 219.5+11.2°
Ligados 165.8 + 11.6° 226.6+152+* 2348 +17.92
Totales 291.1 £11.5° 425.6 +£13.2° 454.6 + 14.6*

a-c Numeros con diferentes superindices en el mismo renglon indican diferencia estadistica Tuckey
(»<0.05); mg EAG/100 g: miligramos equivalentes de acido galico / 100 gramos de muestra en
base seca; HFC: Frijol crudo; HFF: Frijol fermentado; HFFE: Frijol fermentado extrudido. ND:

No detectada
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Por otro lado, fue observado que el contenido de fenolicos totales en el grano procesado por
fermentacion en estado solido aument6 de manera significativa (425.6 vs 291.1 mg EAG/100 g,
bs; 46 %) con respecto al grano sin procesar. La coccion por extrusion de la harina fermentada de
frijol tépari mostro un incremento del 6.8 % (454.6 vs 425.6 mg EAG/100 g, bs), mientras que el
procesamiento secuencial de fermentacion/extrusion incrementd (p<0.05) 56% veces mas el

contenido de compuestos fenolicos totales (CFT) con respecto al grano sin procesar (Cuadro 17).

El incremento en el contenido de CFT pudiera ser posible a que durante la fermentacion en
estado solido el hongo utilizado puede generar enzimas como la beta-glucosidasa, lo que produce
una liberacion de agliconas por parte del sustrato y, por lo tanto, incrementa su contenido total de
fenolicos (Mora-Uzeta y col., 2019). Por otro lado, el incremento observado en la coccidén por
extrusion (6.8 %) del grano fermentado, pudiera ser debido a que durante este proceso ocurre
hidrolisis de la pared celular, y se genera liberacion de 4cidos fendlicos de menor peso molecular

(Félix-Medina y col., 2020; Leén-Murillo y col., 2021).

Wang y col. (2022) sometieron harina de colza al proceso secuencial de
fermentacion/extrusion, y demostraron un aumento en el contenido de fendlicos totales con
respecto a la harina sin procesar, los autores mencionaron que el proceso combinado de FES/EXT
podria ser el enfoque mas efectivo para aumentar el contenido de fendlicos totales. Sin embargo,
en este proyecto de investigacion se puede observar que el proceso de fermentacion en estado sélido

fue el que aportd el mayor incremento (46 %).

Como informaron otros autores, la fermentacion en estado solido de los frijoles tepari
también aumenta el contenido de compuestos fenolicos libres y ligados (Mora-Uzeta y col., 2019).
Estos investigadores atribuyeron este aumento principalmente a la accion de las enzimas

celuloliticas, degradantes de lignina y pectinoliticas producidas durante el desarrollo microbiano.
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Estas enzimas degradan los componentes quimicos de las paredes celulares de las plantas,
provocando rompimiento de los enlaces éter que unen los compuestos fenolicos a la matriz de la
pared celular y a los materiales lignocelulosicos. Esto significa que tanto los compuestos fendlicos
libres como las formas unidas se liberan mas eficientemente de la matriz vegetal. Entre estas
enzimas, la B-glucosidasa es una enzima responsable de la hidrolisis de enlaces glicosidicos de los

grupos alquil y aril B-diglucésido y la liberacion de agliconas fenolicas (Bornowski y col., 2023).

En el presente proyecto de investigacion se puede observar que la transformacion del grano
de frijol tépari a tempe incremento (p<0.05) la porcion de fenolicos libres (31.4 %: 198.9 vs 125.3
mg EAG/100 g, bs). Asimismo, la coccion por extrusion de la harina fermentada de frijol tépari

también mostrd un incremento del 10 % (no significativo) en la misma fraccioén (Cuadro 17).

Por otro lado, la fraccion de fendlicos ligados también mostr6 un incremento significativo en
los dos procesos utilizados (36.7 y 3%), sin embargo, el mayor incremento fue observado por la

biotransformacion del grano de frijol a tempe (37 %).

El proceso secuencial (fermentacion/extrusion) del grano de frijol tépari mostrd un efecto
positivo en la fraccion de fendlicos ligados, observandose un incremento (p<0.05) del 41.6 %. Esta
fraccion de fenolicos es importante en el colon, debido a que la microbiota coldnica fermenta esta
parte indigerible, generando las enzimas necesarias para ocasionar la hidrolisis de los acidos
fenolicos ligados a la fraccion de la lignina o hemicelulosas. Esta liberacion de fendlicos genera un
ambiente antioxidante en el colon, y de esta manera se evita el desarrollo de células malignas

(Astorga-Gaxiola y col., 2023; Astorga-Gaxiola y col., 2024).

2 Compuestos bioactivos de tortilla

Las antocianinas son los principales compuestos responsables del color azul/morado de las

semillas de maiz y los subproductos resultantes. Las antocianinas se consideran antioxidantes
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naturales presentes especialmente en el pericarpio y/o la capa de aleurona de los granos de maiz

(Mora-Rochin y col., 2010;Astorga-Gaxiola, y col. 2023)

El contenido de antocianinas en las tortillas en estudio se observa en el Cuadro 18. La tortilla
control o tortilla de maiz azul nixtamalizada, presenta la concentracion mas alta de este metabolito
secundario (6.3 mg de cianidina-3-gluc6sido/100 g, bs) con respecto a la tortilla adicionada con

frijol tépari procesado secuencialmente (3.8 mg C3G/100 g, bs).

La disminucion en el contenido de antocianinas al adicionar frijol procesado secuencialmente
a la harina de maiz azul nixtamalizada para la elaboracion de tortillas, es debido a que el frijol
tépari no representa concentraciones importantes de este metabolito secundario, ademads, la harina

procesada secuencialmente no mostrd este metabolito secundario (Cuadro 18).

Es importante mencionar que las bajas concentraciones de antocianinas en las tortillas en
estudio, es debido a las caracteristicas del proceso tradicional de nixtamalizacion. Este proceso
utiliza altas temperaturas y pH alcalinos (aproximadamente 10) (condiciones que afectan la
estabilidad de las estructuras de las antocianinas que se encuentran en el grano de maiz), lo que
ocasiona hasta > 50 % de la pérdida de compuestos bioactivos con diferentes actividades biologicas

(Mora-Rochin y col., 2016; Astorga-Gaxiola y col., 2023).
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Cuadro 18. Contenido de compuestos fendlicos y antocianinas en tortillas.

TC TaHFFE
Antocianinas mg de Cianidina 3 glucésido (C3G) / 100 g bs
6.3 +0.6° 3.8+0.2°
Fraccion de compuestos Contenido de fenoélicos de tortillas
fenolicos (mg EAG/ 100 g)!
Libres 54.5+3.1° 67.9 +£2.3°
Ligados 1254 +4.1° 138.4 £ 8.3°
Totales 179.9 £2.3° 2063 +7.12

a-b Numeros con diferentes superindices en el mismo renglén indican diferencia estadistica t-
student (p<0.05) mg EAG/100 g: miligramos equivalentes de acido galico / 100 gramos de muestra
en base seca; TC: tortilla control sin enriquecer; TaHFFE: tortilla adicionada con frijol fermentado
extrudido.
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Es bien conocido que los metabolitos secundarios como las antocianinas, son potentes
antioxidantes naturales, actian como secuestradores de radicales libres, asi como también se han

relacionados con la inhibicidon de procesos antiinflamatorios (Gaxiola-Cuevas y col., 2017).

La cantidad de antocianinas en las tortillas en estudio es similar a lo reportado por Astorga-
Gaxiola y col. (2023), donde estos autores encontraron contenidos de 6.61 mg C3G/100 g, bs en

tortilla de maiz azul.

Por otro lado, cuando la harina obtenida por proceso secuencial (HFFE) fue adicionada a la
harina de maiz azul nixtamalizada y fueron elaboradas tortillas (TaHFFE), se observé un
incremento (p < 0.05) del 14.7 % en el contenido de fendlicos totales (206.3 vs 179.9 mg EAG/100
g, bs) (Cuadro 18). Este ligero incremento es debido a que la HFFE solo fue adicionada en un 15
%, sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio son superiores a lo resportado por Bon-
Padilla y col. (2022), quienes elaboraron tortillas de maiz azul enriquecidas con un 30 % de
garbanzo extrudido, y obtuvieron un contenido de FT (fendlicos totales) de 150 mg EAG/100 g,
bs. Distintos autores han reportado resultados similares en el aumento de compuestos fendlicos,
Trevifio-Mejia y col. (2016) en un estudio con tortillas adicionadas con frijol comun, observaron

un aumento de fenolicos totales, destacandose su mayor parte en los fenolicos ligados.

Asimismo, en la presente investigacion, puede observarse que la fraccion de fenolicos libres
y ligados en la tortilla adicionada con harina de frijol tépari fermentada / extrudida mostr6é un
incremento (p < 0.05) del 24.6 % (67.9 vs 54.5 mg EAG/100 g, bs), y 10.36 % (138.4 vs 125.4 mg

EAG/100 g, bs) con respecto a la tortilla control o tortilla de maiz azul (Cuadro 18).

Es importante destacar que, en ambas tortillas, la fraccion ligada de fenolicos representa >

60 %. De manera general, la adicion de HFFE para elaborar tortillas de maiz azul (TaHFFE)
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increment6 24, 14 y 10 % la cantidad de compuestos fenolicos libres, ligados y totales,

respectivamente.

Los contenidos fenodlicos de granos integrales se encuentran en dos formas: fraccion libre o de
facil extraccion, y en mayor grado en forma ligada a componentes anatomicos del grano. Esta
fraccidon puede representar hasta un 70 % del contenido fendlico total del maiz azul crudo y
nixtamalizado. Dentro de los fenolicos ligados destaca el acido ferulico, considerado también como
el fendlico més abundante de este cereal. La naturaleza ligada de este fitoquimico se atribuye a su
polimerizacion mediante enlaces éter fuertes para constituir la lignina, un polimero rigido de la
pared celular. También contribuye a esta fraccion ligada la formacion de dimeros de acido fertilico
que se conectan a heteropolisacaridos de xilosa y arabinosa de la pared celular (Mora-Rochin y
col., 2010). Estos enlaces son resistentes a la digestion gastrointestinal impidiendo la absorcion de
estos fitoquimicos, los cuales se comportan como fibra dietética en el organismo humano. Sin
embargo, la accion de bacterias colonicas libera estos compuestos ejerciendo actividades
anticarcinogénicas y otros efectos protectores in situ y sistémicos cuando son absorbidos a nivel de
intestino grueso (Velderrain-Rodriguez y col., 2014; Astorga-Gaxiola y col., 2023; Astorga-

Gaxiola y col., 2024).
E  Actividad antioxidante en harinas de frijol tépari y tortillas
1 Actividad antioxidante de frijol tépari

En el Cuadro 19 se puede observar que los dos métodos utilizados (ABTS y ORAC) para
evaluar la actividad antioxidante (AAOX) de las harinas en estudio, mostraron un incremento
significativo en esta propiedad. Lo anterior demuestra que los procesos aplicados al grano de frijol

tépari favorecen el incremento de la actividad antioxidante.
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Cuadro 19. Actividad antioxidante de frijol tépari

Actividad antioxidante Muestras
(umol ET/100g)’ HFC HFF HFFE
ABTS
Libres 1,198.9+£23.8¢ 2,964.4 + 54,92 2,761.1 £54.0°
Ligados 2,750.3+82.8° 2,865.6 + 67.2° 3,224.5+110.52
Totales 3,949.2 £53.3¢ 5,830.1 £ 60.9° 5,985.6 +£82.32
ORAC
Libres 2,426 + 158.6° 6,594.8 +182.8¢% 6,270.87 £91.42°
Ligados 2,712.9 £267.9° 3,362.06 = 91.42 3,419.17 £ 124.4%>
Totales 5,138.9 £45.7° 9,956.8 £137.12 9,690 = 45.72

a-c Numeros con diferentes superindices en el mismo renglon indican diferencia estadistica Tuckey

(p<0.05). 'umol ET/100g: miligramos equivalentes de trolox / 100 gramos de muestra en base seca;

HFC: Frijol crudo; HFF: Frijol Fermentado; HFFE: Frijol fermentado/extrudido.
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La AAOX total evaluada por ABTS y ORAC muestra un incremento (p< 0.05) del 47 y 94
% cuando el grano de frijol fue sometido al proceso de fermentacion en estado sélido (5,830.1 vs
3,949.2, ABTS; 5,138.9 vs 9,956.8 umol ET/100 g, bs, ORAC). Asimismo, es importante
mencionar que el proceso secuencial (fermentacion / extrusion) mostré un incremento (p < 0.05)
del 51 y 88.6 % (5,985.6 vs 3,949.2 umol ET/100 g, bs, ABTS; 9,690 vs 5,138.9 umol ET/100 g,
bs, ORAC) con respecto al grano sin procesar (Cuadro 19). Lo anterior demuestra que los procesos

aplicados al frijol tépari son una herramienta que permite incrementar esta propiedad.

Con respecto a la fraccion libre, se puede observar que el grano sin procesar muestra la menor
actividad antioxidante (1,198.9 y 2,426 umol ET/100 g, bs) evaluada por ABTS y ORAC, sin
embargo, el bioproceso de fermentacion en estado sélido muestra incrementos (p <0.05) de 147 y
171 % (ABTS y ORAC), mientras que el proceso de coccion por extrusion del grano fermentado
mostré una ligera disminucion (3 y 5 %) por ambos métodos (Cuadro 19). Sin embargo, es
importante resaltar que la coccidon por extrusion de la HFF mostrd incrementos significativos (12

%) en la fraccion ligada por el método de ABTS.

Se habia comprobado que la fermentacion en estado soélido podria mejorar la actividad
antioxidante, principalmente debido a que libera compuestos bioactivos causados por la

acidificacion y actividad enzimatica microbiana.

Un resultado similar fue informado por Chu y col. (2019) con salvado de mijo, y Mao y col.
(2020) con salvado de trigo. Sin embargo, una investigacion realizada por Xiao y col. (2022),
quienes utilizaron el proceso secuencial en harina de cebada, mencionaron que el proceso de
coccidon por extrusion probablemente caus6é la degradacion de fendlicos, mientras que la
fermentacion ayudo a disolver los fenoles y mejorar la eficiencia de la extraccion, por lo tanto,

obtuvieron un mayor contenido de fenolicos totales y actividad antioxidante.

2 Actividad antioxidante de tortillas
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La AAOX total (suma de la fraccion de fendlicos libres y ligados) para la tortilla control
(tortilla de maiz azul nixtamalizada, TC) y la tortilla de maiz azul adicionada (85:15) con harina
de frijol tépari procesado secuencialmente (FES/EXT) (TaHFFE) se evalud por los métodos

quimicos de ABTS y ORAC (Cuadro 20).

De manera general se observa que TaHFFE mostrd incrementos significativos en la actividad
antioxidante con respecto a la TC (7 y 20 %, ABTS y ORAC). Estos ligeros incrementos (3,800.7
y 5,203 pmol ET /100 g, bs) pudiera ser debido a que la HFFE solo fue adicionada solo en un 15

% (Cuadro 20).

En la TaHFFE el mayor aporte a la actividad antioxidante correspondi6 a los fitoquimicos
ligados (>50 %). Algunos estudios ya han reportado que el maiz y sus productos aportan
propiedades antioxidantes donde la fraccion de fendlicos ligados contribuye con la mayor actividad
antioxidante (Mora-Rochin y col., 2010; Aguayo-Rojas y col., 2012; Gaxiola-Cuevas y col., 2017;

Astorga-Gaxiola y col., 2023).

Por otro lado, es importante sefialar que el adicionar HFFE a la harina nixtamalizada de maiz
azul, caus6 incrementos de la actividad antioxidante (26 y 46 %, ABTS y ORAC) de la fraccion
libre, respectivamente. Resultados parecidos fueron reportados por Trevifio-Mejia y col. (2016),
estos investigadores observaron un aumento en la actividad antioxidante por el método de ABTS
al enriquecer una tortilla de maiz con frijol comun, ademas reportaron que la mayor parte de estos

compuestos se encuentran en la fraccion ligada.
3 Actividad antioxidante por el metodo de eritrocitos en HFFE

El ensayo cinético de la actividad hemolitica, mediante la técnica de AAPH, es un método

indirecto para determinar la AAOX de moléculas bioactivas a diferentes concentraciones.
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Cuadro 20. Actividad antioxidante de tortillas.

Actividad antioxidante Muestras
(umol ET/100g) " TC TaHFFE

ABTS

Libres 759.3 +0.8° 1,0149+1.12

Ligados 2,761.4 +£2.92 2,785.8 +141.7%

Totales 3,520.8 + 44.4° 3,800.7 = 76.8*
ORAC

Libres 1,591.5 +30° 2,394.6 £ 125.6*

Ligados 2,748.0 £ 111.6° 2,808.3 + 30.7°

Totales 4,339.5 +£70.8° 5,203.004 £ 156.3°

a-b Numeros con diferentes superindices en el mismo renglon indican diferencia estadistica t-
student (p<0.05). pmol ET/100g: microgramos equivalentes de trolox / 100 gramos de muestra en base
seca; TC: tortilla control sin enriquecer; TaHFFE: tortilla adicionada con frijol fermentado extrudido.
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En este sentido, las moléculas con mayor capacidad antioxidante lograron proteger del dafio a la

membrana celular de los eritrocitos.

Para este trabajo se probé una solucion de Trolox (equivalente de la vitamina E) a una
concentracion de 8000 ppm, y concentraciones de fendlicos de 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 y 1 mg/mL
de las fracciones libres y ligadas de frijol tépari procesado secuencialmente por fermentacion /

extrusion (HFFE). Como control se usoé eritrocitos en presencia del radical y sin extracto.

El porcentaje de hemolisis se indujo con AAPH a una concentracion de 76 mM en presencia
de todos los extractos (a las diferenes concentraciones), control y trolox en un intervalo de 0-480
min. Al estar en contacto las diferentes concentraciones de la HFFE en una suspension de
eritrocitos, se observd que no mostré efecto hemolitico (no hubo rompimiento celular de los

eritrocitos), esto permitioé continuar con la evalucion de su efecto antioxidante.

En la Figura 9, que representa a los extractos libres de HFFE, se observa que el grupo control de
eritrocitos con AAPH 76 mM presenta en el tiempo de referencia de 0 minutos un porcentaje de
hemolisis de 4.8 %; para los tiempos de 60, 120, 180 y 240 minutos, este grupo presenta porcentajes
de hemolisis de 3.4, 3.2, 6.4 y 6 % respectivamente, sin presentar diferencia significativa con el
tiempo de referencia. A los 300 min presentd un % de radicales libres de 10.3 %, y a los 360
minutos, este grupo presentd un porcentaje de presencia de radicales libres de 34.62 %, siendo
significativamente mayor en 7.09 veces que en el tiempo 0; a los 360 minutos presentd un
porcentaje de presencia de radicales libres de 67.91 %, lo que representa un aumento significativo
de 13.9 veces respecto al tiempo 0; al tiempo de 480 minutos este grupo presenta un porcentaje de
hemolisis de 88.1 %, el cual representa un aumento significativo de 18.04 veces en comparacion

al tiempo 0.
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Figura 9. Cinética de actividad antioxidante del AAPH sobre eritrocitos humanos tratado con

HFFE. Fitoquimicos libres.
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En cuanto a los extractos ligados (Figura 10), se observa que el grupo control de eritrocitos
con AAPH 76 mM presenta en el tiempo de referencia de 0 minutos, un porcentaje de presencia de
radicales libres de 4.8 %; para los tiempos de 60, 120, 180 y 240 minutos este grupo presenta
porcentajes de hemolisis de 4.8, 5.4, 5.0 y 5.4 % respectivamente, sin presentar diferencia
significativa con el tiempo de referencia. A los 300 y 360 minutos, este grupo presentd un
porcentaje de hemolisis de 7.48 y 25.2 %, respectivamente, siendo significativamente mayor en 5.3
veces que en el tiempo 0; a los 360 minutos presentd un porcentaje de hemolisis de 53.8 %, y por

ultimo, pasados los 480 minutos, alcanzé un % de presencia de radicales libres del 92.77 %.

En las Figuras 9 y 10 se observa que el control y las concentraciones de 0.0001 a 0.01 mg/mL
de los extractos libres y ligados presentaron un incremento exponencial del porcentaje de presencia
de radicales libres apartir de los 300 min. En trolox se observé un incremento importante solo

después de los 360 min.

El grupo tratado con HFFE a concentracion 0.0001 mg/mL present6 a los tiempos de 60, 120,
180, 240, 300, 360, 420 y 480 minutos, porcentajes de presencia de radicales libres de 3.7, 3.4, 4.3,
5.8,12.3,9.2,47.9,61.7 y 100 % para extractos libres, presentando una diferencia significativa de
6.13 % menos con respecto a la presencia de radicales libres del AAPH a los 480 minutos (Figura
9). Mientras, que a los tiempos de 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 480 minutos se presentaron
3.9,3.5,5.7,6.3,25.7,65,85.6 y 84.6 % de presencia de radicales libres para extractos ligados, sin
presentar diferencia estadisticamente significativa frente al grupo de eritrocitos respectivamente,

para fendlicos ligados en comparacion a AAPH 76 mM a los 480 minutos (Figura 10).
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Figura 10. Cinética de actividad antioxidante del AAPH sobre eritrocitos humanos tratado con

HFFE. Fitoquimicos ligados.
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El grupo tratado con HFFE a concentracion de 0.001mg/mL para extractos libres, a los
tiempos de 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 minutos, presentaron porcentajes de presencia de
radicales libres de 7, 5.8, 5.9% y 7.6, 15.8, 13.6, 24.9, 44.8 y 84.4 % sin presentar diferencia
significativa frente al grupo de AAPH 76 mM a los 480 minutos de experimentacion. (Figura 9),
yalos 29,34,5y6, 7.8, 228, 504y 70.7 % para extractos ligados, los cuales representan
diferencia estadisticamente significativa de 15.91 % menos presencia de radicales libres en el
extracto ligado comparados con el grupo de eritrocitos con AAPH 76 mM a los 480 minutos

(Figuras 10).

El tratamiento de HFFE 0.01mg/mL, en extractos libres, en los tiempos de 60, 120, 180, 240,
360, 420 y 480 mostraron un porcentaje de hemolisis de 3.4, 3.4, 4.3, 5.8, 12.7, 30.5, 56.4 y 84.4
%. Pasados los 480 minutos este extracto alcanzé una diferencia significativa de 1.75 % mas

presencia de radicales libres en comparaciéon con AAPH 76 mM (Figurua 9).

En extractos ligados a los tiempos de 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 minutos, se
obtuvieron 3.8, 3.2, 5.5, 5.9, 12.8, 46.8, 81.5, y 89.5 % de presencia de radicales libres, los cuales
presentan diferencia estadisticamente significativa de 5.88 % menos presencia de radicales libres

en el extracto comparados con el grupo de eritrocitos con AAPH 76mM a los 480 minutos (Figura

10).

El grupo tratado con HFFE 0.1mg/mL, para los tiempos de 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420
y 480 minutos generd presencia de radicales libres de 3.5, 3.8, 4.2, 5.5, 9.4, 8.8, 28, 54 % para
extractos libres. Al pasar los 480 minutos, este extracto representd 42.09 % menos presencia de

radicales libres en comparacion con el AAPH 76mM.
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Para los tiempos de 60, 120, 240, 300, 360, 240, 300, 360, 420 y 480 min genero 2.5, 2.9,
3.1, 3.8, 8.5, 28, 54 y 100 % para extractos ligados, lo cual representa una diferencia
estadisticamente significativa del 75.56 % menos presencia de radicales libres a los 480 minutos

con respecto al control AAPH 76mM. (Figura 10).

Finalmente, el tratamiento con HFFE en concentracion de 1mg/mL presentaron a los tiempos
de 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 480 minutos, porcentajes de hemdlisis de 3.6, 3.3, 3.3, 3.4,
4.1, 13.6, 16.4 y 38.7 % respectivamente, los cuales presentaron diferencia estadisticamente
significativa frente al grupo control de eritrocitos con AAPH 76mM de 85.56 % menos presencia
de radicales libres para extractos libres (Figura 9) y para la misma concentracion, pero en extracto
ligado (Figura 10), a los tiempos 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 480 minutos los porcentajes
de hemolisis de 11.4, 7.8, 6.9, 8.2, 9.8, 12 y 14.7 y 20% lo cual representa un diferencia
estadisticamente significativa del 75.56 % menos presencia de radicales libres a los 480 minutos

con respecto al control AAPH 76mM

Como se pudo observar, la HFFE no generd disminucion en la presencia de radicales libres
en las concentraciones 0.0001, 0.001 y 0.0lmg/mL, lo cual sugiere que el extracto no presenta
actividad antioxidante a tales concentraciones; sin embargo, en concentraciones como 0.1mg/mL,
y 1 mg/mL, se observd como a partir del tiempo de 300 minutos, no aumenta de manera
exponencial la presencia de radicales libres, en comparacion al grupo con AAPH 76mM; esto
puede deberse a la presencia de un efecto antioxidante en los extractos de HFFE tanto libres como

ligados.

Respecto a la concentracion de 0.1 mg/mL del extracto libre, este mantuvo porcentajes de
hidrolisis de hasta 9.4 % durante 300 min, despues de este tiempo se observo un incremento
sustancial hasta llegar a un valor promedio de 52 % de hemolisis a los 420 min de la prueba. Sin

embargo, el extracto ligado evaluado a esta misma concentracién presentd un incremento en el
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porcentaje de presencia de radicales libres a partir de 300 min, alcanzando valores de 75.3 % a los

480 min del ensayo.

Finalmente, el extracto libre probado a 1 mg/mL mostr6 variacion significativa (p<0.05) en

el porcentaje de hemolisis durante todos los tiempos probados, manteniendo porcentajes de 3.6,

3.3,3.3,3.4,4.1,13.6, 16.4 y 38.7 % en los tiempos de 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 480 min.

De forma similar el extracto ligado a una concentracion de 1 mg/mL mantuvo constante el
porcentaje de hemolisis durante los tiempos probados, solo se observo un ligero incremento a los
480 min donde se alcanz6 una hemolisis de 20.8 %. Esto significa que ambos extractos mostraron

actividades similares a esta concentracion.

Si bien los experimentos de evaluacion in vitro utilizando globulos rojos no son comparables
a las pruebas in vivo, si brindan cierto nivel de apoyo para el desarrollo de productos adicionales,
ya que no existen enzimas u otros elementos que puedan interferir con las reacciones desarrolladas
en los productos experimentales. Si ofrecen resultados que aportan fiabilidad. Las pruebas permiten
realizar controles complejos (Duefias-Rivadeneira y col., 2014). De igual forma, estas pruebas
generan informacion respecto a si el producto evaluado tiene potencial como antioxidante. Aqui
radica la importancia de esta evaluacion para la harina de frijol tepari procesada continuamente.
Esto se debe a que la harina de frijol tépari se utilizaba como ingrediente en la elaboracion de
tortillas de harina de maiz azul nixtamalizado. Se encontr6 que el extracto HFFE evaluado contenia
concentraciones inhibidoras aceptables de APPH (generador de radicales libres), lo que indica que

la harina tiene actividad antioxidante y no presenta problemas de toxicidad.
F  Actividad antihiperglucemiante de las harinas de frijol tépari y tortillas
1 Actividad antihiperglucemiante de frijol tépari
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La o-amilasa participa en el rompimiento de enlaces del almidon durante el proceso
digestivo, y es importante en el control de los niveles de azicar en sangre posprandial (Milan-
Carrillo y col., 2017). Una terapia alternativa importante para tratar las etapas debutantes de la
diabetes tipo II es reducir la hidrdlisis del almidén y controlar la absorcion de glucosa, lo cual se
realiza inhibiendo las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. Los ensayos clinicos en humanos que
utilizan inhibidores naturales de la a-amilasa y la a-glucosidasa de cereales (maiz blanco) han
mostrado excelentes resultados sin causar los efectos secundarios comtiinmente asociados con su
uso, como diarrea, secreciones intestinales, vomitos y flatulencias, los cuales se encuentran
conmunmente en fArmacos disponibles que se proporcionan como inhibidores terapéuticos de la a-

amilasa y la a-glucosidasa (Barrett y Udani, 2011;Gamez-Valdez y col., 2021)

Rara vez se utilizan hongos filamentosos como Rhizopus oligosporus. Este hongo es
considerado GRAS (Generalmente considerado seguro) y es un microorganismo que crece
rapidamente entre 34 y 45 °C (Anigboro y col., 2020). R. oligosporus se utiliza en la FES para la
produccion de alimentos, porque no producen sustancias toxicas y por su facilidad de cultivo y
ausencia de capacidad patogénica (Sugiharto, 2019a, 2019b). Algunos alimentos, como la yuca, es
considerada con alto valor nutricional, y se ha observado el crecimiento de hongos y otros
microorganismos. Algunos de estos microorganismos pueden secretar enzimas extracelulares que
digieren los sustratos y, por tanto, los utilizan principalmente como fuente de carbono (Kohli y

col., 2020; Tanaka y col., 2020).

Melnichuk y col. (2020) realizaron FES utilizando residuos agroindustriales para la
generacion de a-amilasa utilizando al hongo Aspergillus oryzae. Asimismo, también se ha
reportado la produccion de a-amilasa y B-glucosidasa con este mismo bioproceso utilizando
Aspergillus niger. También se ha informado anteriormente sobre la fermentacion de sustratos de

desechos de biomasa a partir de cascara de arroz, bagazo y mazorca de maiz (Aliyah y col., 2017).
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En este estudio fue observado que las harinas de frijol procesado mostraron una inhibicioén
de a-amilasa y a-glucosidasa de 74.9 y 89.1 % (frijol fermentado) y 70 y 59.8 % (frijol
fermentado/extrudido), presentando diferencia significativa con respecto al grano crudo (Cuadro
21). Por lo anterior, se puede observar que la coccion por extrusion mostré una menor inhibicion
(en ambas enzimas), esto podria deberse a que este proceso utiliza altas temperaturas, presion, y
esfuerzo de corte alto, durante tiempos cortos. Lo anterior pudiera generar transformaciones
moleculares y reacciones quimicas en la matriz alimenticia, que pudieran estar afectando la
actividad de los compuestos responsables de las enzimas ya mencionadas (Mora-Rochin y col.,

2024).

Anteriormente, investigadores ya han reportado que el proceso de cocciéon por extrusion
mejora la digestibilidad de proteinas y almidon; asi como también incrementa la retencion de
compuestos bioactivos y fibra dietaria soluble, ademas, de la inactivacion de algunas enzimas y

microorganismos (Omosebi y col., 2018) lo cual favorece la vida de anaquel.

Sin embargo, la reducida activacion de estas enzimas puede verse afectada por procesos de
extrusion que combinan tratamientos de calor himedo y gelatinizacién en la misma operacion,

promoviendo la formacion de almiddn resistente.
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Cuadro 21. Efecto antihiperglucemiante de frijol tépari.

Muestras
% de Inhibicion HFC HFF HFFE
a-amilasa 47.840.003°¢ 74.9 +0.004 70.0 +0.001°
a-glucosidasa 51.940.09¢ 89.1 +0.009? 59.8 +0.008P

a-c Numeros con diferentes superindices en el mismo renglén indican diferencia estadistica Tuckey

(p<0.05). HFC: Frijol crudo; HFF: Frijol fermentado; HFFE: Frijol fermentado/extrudido.
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Ademas, el proceso de extrusion puede mejorar el almidon resistente al incorporar materiales
como legumbres que son ricos en macromoléculas como proteinas, lipidos y compuestos fenolicos
que interactian con el almidon para formar complejos y redes estructurales (Jiang y col., 2020; Ma

y col., 2020).

Asimismo, la capacidad hipoglucemiante en la HFFE puede deberse a los efectos combinados
de la FES y extrusion. Sanchez-Magafia y col. (2014) reportaron incrementos en el % de inhibicion
de oa-amilasa y a-glucosidasa por efecto de la FES del garbanzo. Es conocido que los
microorganismos utilizados en los procesos fermentativos son excelentes productores de enzimas
hidroliticas, como proteasas, amilasas, celulasas y lipasas (de Castro y Sato, 2013; Ohara y col.,
2018). Por lo tanto, es posible inferir que los principales efectos de la fermentacion sobre
propiedades bioldgicas de las leguminosas estan relacionados con la liberacion de compuestos
fenodlicos ligados en las paredes celulares por hidrolisis, en la que los compuestos fendlicos se

vuelven solubles con el consiguiente aumento del contenido de estos.

2 Actividad antihiperglucemiante de tortillas

En los ultimos afios, las fuentes naturales con capacidad de inhibicién de a-amilasa y a-
glucosidasa han atraido gran atractivo debido a la investigacion de alternativas a los farmacos con
inhibidores sintéticos de enzimas como acarbosa, metformina y tetrahidrolipostatina, que han
reportado efectos secundarios. Algunos de ellos tienen efectos leves y pueden provocar molestias
gastrointestinales como efecto secundario (Sanchez-Magaia y col., 2014; Oyedemi y col., 2017;

Leén-Murillo y col., 2021).

Diversos estudios han demostrado que los fenoles vegetales tienen la capacidad de inhibir

parcialmente el mecanismo de las enzimas a-amilasa, mostrando asi beneficios terapéuticos como

117



efectos hipoglucemiantes. Por tanto, son utiles en la prevencion de la diabetes tipo Il (Kazeem y

col., 2013; Oyedemi y col., 2017;Gamez-Valdez y col., 2021)

En este estudio fue observado que tortillas de maiz azul nixtamalizado con la adicion de
HFFE, mostraron una mayor (p<0.05) inhibiciéon de las enzimas a-amilasa (32 vs 10 %), con

respecto a la tortilla control. Sin embargo, para la a-glucosidasa no fue observado el mismo efecto

(30 vs 28 %) (Cuadro 22).

Leoén-Murillo y col. (2021) reportaron la mayor capacidad de inhibicion de las enzimas o-
amilasa y a-glucosidasa en tortillas de maiz azul suplementadas con harina de chia extruida en
comparacion con las tortillas estandar o control. Estos autores afirmaron que el posible efecto
hipoglucemiante de la harina extruida puede deberse a la liberacion de los compuestos fenolicos y
la aparicion de productos mediante la reaccion de Maillard que son producidos durante este
proceso. Se ha reportado que es posible que los compuestos fenolicos se unan al sitio activo de la
enzima o-amilasa y alteren sus efectos cataliticos (Kazeem y col., 2013; Oyedemi y col., 2017).
Por otro lado, Bhatia (2019) informé que la inhibicion de la a-glucosidasa ocurre mediante
inhibicién competitiva por union al sitio activo. Ademas, su efecto hipoglucemiante puede estar
relacionado con interacciones no covalentes entre polifenoles y enzima. Es probable que esta
interaccion ocurra debido a los grupos hidroxilo y galoilo presentes en la estructura molecular de

los poliefenoles.

G  Estudios in vivo:

1 Ingesta de alimento y ganancia de masa corporal en ratones
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Cuadro 22. Efecto antihiperglucemiante de tortillas

Muestras
% de Inhibicion TC TaHFFE
a-amilasa 1040.001° 3240.001°
a-glucosidasa 2840.012 30+0.008?

a-b Numeros con diferentes superindices en el mismo renglén indican diferencia estadistica t-
student (p<0.05); TC: tortilla control sin enriquecer; TaHFFE: tortilla adicionada con frijol
fermentado extrudido.
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El presente estudio evaluo el consumo de la tortilla adicionada con frijol fermentado/
extrudido (85:15, TaHFFE) utilizando ratones tipo C57BL/6N, con el objetivo de identificar si

existia alguna diferencia en la ingesta de los grupos con el alimento estandar (SD).

y la TaHFFE, y a partir de eso, determinar si existe una correlacion con la ganancia de masa
muscular.

Después de 4 semanas de alimentacion, fue registrado la ingesta de las dos dietas utilizadas
en este proyecto de investigacion, el peso corporal y la cantidad en gramos de cada alimento
proporcionada a los animales. Los ratones alimentados con dieta SD mostraron el mayor (p<0.05)
consumo del alimento, en comparaciéon con la TaHFFE (Figura 11).

Por otro lado, la ganancia en peso de los ratones relacionada con el tipo de alimento
cosumido, fue observado que el grupo de ratones alimentado con la dieta SD demostrd un mayor
consumo en gramos de este alimento (Figura 11), sin embargo, la ganancia en peso en los ratones
alimentados con los diferentes tipos de alimento no mostro6 diferencia significativa, como se puede
observar en la Figura 12.

El menor consumo que mostraron (Figura 11) los ratones alimentados son TaHFFE pudiera
ser debido a su formulacion con maiz azul y frijol tépari fermentado/extrudido, estos ingredientes
durante la digestion en el colon, producen acidos grasos de cadena corta, producto por la
fermentacion de la fibra de frijol y el almidon resistente del maiz, y junto con la fitohemaglutinina
poseen la capacidad de regular el apetito y saciedad, activando receptores de hormonas intestinales,
y modulando neuropéptidos orexigénicos como la grelina y neuropéptidos anorexigenos como el
péptido similar al glucagoén, péptido-1, péptido tirosina-tirosina y colecistoquinina. Asimismo, se
ha reportado que los fitoesteroles y saponinas, reducen la absorcién de lipidos a nivel intestinal

mediante la unidn de acidos biliares, genera la alteracion de las micelas de colesterol y la regulacion
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Figura 11. Consumo de alimento semanal en ratones C57BL/6N con dieta estandar (SD) y dieta

experimental (TaHFFE).
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Figura 12. Ganancia de peso semanal en ratones C57BL/6N con dieta dieta estandar (SD) y

experimental (TaHFFE).
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negativa de las proteinas lipogénicas a través de la via del receptor X del higado (Ramirez-Jiménez

y col., 2015).

Ramirez-Jiménez y col. (2015) realizaron un estudio sobre la funcion que tienen los
compuestos bioactivos de Phaseolus vulgaris L., sobre los mecanismos hipolipemiantes, estos
autores sugieren que la regulacion de las sefiales de apetito y saciedad mediante el metabolismo
intestinal local abre un nuevo campo de posibilidades para la reduccion de la ingesta dietética de

lipidos.

Los presentes hallazgos en esta investigacion han demostrado el potencial prometedor del
consumo de frijol para suprimir o reducir la ingesta de alimentos y el deseo de comer, incluso
cuando los animales tienen acceso a alimentos muy atractivos. En este sentido, se necesita
investigacion clinica para complementar y validar esos efectos. A pesar que los ratones que
consumieron mas de la dieta SD vs la TaHFFE, fue observado la ganancia en peso corporal de los

ratones al final del experimento no mostré diferencias significativas.

En una investigacion realizada por Bertuccioli y col. (2021), se reportd que diversos
nutracetticos de origen vegetal pueden modular la absorcion de nutrientes relacionando su efecto
como un factor contribuyente a las variaciones de peso en los animales de experimentacion que
puede llevar a un aumento o disminucion del mismo. Los nutracéuticos pueden intervenir en el
anabolismo de nutrientes al interactuar con el sistema digestivo y el tracto gastrointestinal, algunos
estudios han documentado que células especializadas del intestino, como las enteroendocrinas,
expresan receptores de nutrientes que secretan hormonas peptidicas en respuesta a los alimentos
regulando la digestion, el apetito y la saciedad (Posovszky y Wabitsch, 2015). Por otra parte, se ha
encontrado que los nutracéuticos ricos en fibras solubles pueden intervenir en la ganancia de peso,

puesto que al entrar en contacto con las secreciones intestinales forman una consistencia viscosa
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que realentizan la digestion y la asimilacion de grasas y azicares causando mayor saciedad (Gill y

col., 2021).

3 Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral (CTGO)

En las Figura 13 se observa el aumento de gluosa en sangre de los ratones estudio. Para esta
prueba fue administrada glucosa via oral después de un ayuno de 24 horas. El grupo con dieta
estandar (SD) alcanzo6 niveles de glucosa de 409 mg/dL a los 30 min, mientras que el grupo
experimental alimentado con la TaHFFE alcanz6 niveles de 379 mg/dL, en el mismo tiempo. En
el grupo estandar se obtuvo un tipo de curva monofasico, en la que fue observado el aumento en la
concentracion de glucosa a los 30 minutos después de la ingesta de una carga oral de 0.035 g / kg
peso corporal de este glisido (en relacion a lo que en un humano seria 1.75g/glucosa por kg de
peso corporal), y los niveles disminuyen a partir los 60 min. Existen diferencias significativas entre
los valores medidos a los 30 y 60 minutos en comparacion con resto del tiempo. A partir del minuto
90 los niveles de glucosa se estabilizaron sin encontrar diferencia significativa con el resto del

tiempo de la experimentacion (180 min).

El grupo que consumid alimento experimental (TaHFFE) obtuvo el valor maximo en la
concentracion de glucosa a los 30 minutos (Figura 14) de la experimentacion después de la ingesta
del disacarido, sin embargo, se observo que los valores determinados como mg/dL. comenzaron a
disminuir y estabilizarse a partir de los 60 min, 30 minutos antes que el grupo estandar, lo que
podria interpretarse como un efecto antihiperglucemiante. Cruz-Bravo y col. (2023) demostraron
que la adicion de frijol extrudido a pastas, las cuales fueron evaluadas en animales experimentales,
gjercen un efecto positivo en la glucemia postprandial (posterior a la ingesta de alimentos) debido

a su bajo indice glucémico. Estos beneficios observados se relacionan con diversos estudios, donde
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Figura 13. Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral. Dieta estandar (SD)
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Figura 14. Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral. Dieta experimental (TaHFFE).
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han repotado que la ingesta regular de frijol ejerce efectos funcionales debido a su contenido de
compuestos nutracéuticos, tales como la fibra dietética, inhibidores de a-amilasa, compuestos

antioxidantes, entre otros (Sudrez-Martinez y col., 2016;Nchanji y Ageyo, 2021).

La hiperglucemia posprandial se puede disminuir regulando la absorcion de glucosa en el
cuerpo para reducir la hidrolisis de carbohidratos. La o-amilasa pancreatica es la enzima
involucrada en los pasos iniciales de la hidrolisis del almidon, seguida de la a-glucosidasa que
hidroliza los disacaridos y oligosacaridos a glucosa en el intestino. Algunos ingredientes bioactivos
cuentan con la capacidad de inhibir el mecanismo de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa,
reduciendo asi la tasa de absorcion de glucosa y la hiperglucemia posprandial. Los inhibidores de
las enzimas digestivas generalmente se encuentran en alimentos funcionales ricos en ingredientes
bioactivos como los polifenoles. Las condiciones hiperglucémicas también incitan la produccion
de radicales libres que causan condiciones de estrés oxidativo en el cuerpo. El estrés oxidativo
reduce la secrecion de insulina, lo que altera la absorcion de glucosa en los musculos y las células
grasas. Por ello, el organismo requiere alimentos ricos en antioxidantes para prevenir el estrés
oxidativo. La prueba de la actividad de los antioxidantes y los inhibidores de las enzimas o-amilasa
y a-glucosidasa se puede utilizar como método para evaluar el potencial antidiabético de un

alimento funcional (Pérez-Cruz y col., 2020 ; Quintero-Fernandez y col., 2022).

Ya se ha informado anteriormente que la fibra, las saponinas y algunos compuestos fenolicos
extraidos de P. vulgaris y Zea mays redujeron los lipidos séricos y redujeron la resistencia a la
insulina y esteatosis hepatica y excrecion estimulada de colesterol modificando la expresion de
genes lipogénicos (Chavez-Santoscoy y col., 2013; Ramirez-Jiménez y col., 2015; Song y col.,

2016).
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Huang y col. (2018) a través de un estudio en ratas, elaboraron tempe a partir de la incubacién
de L. plantarum con R. oligosporus. Los resultados de estos autores demuestran que el tempe
mejora los niveles de hiperglucemia, la hiperlipidemia y la hiperinsulinemia al alterar la
distribucion bacteriana instestinal gracias a los microorganismos involucrados, ademas que tiene
efectos terapéuticos y es un potencial complemento dietético para prevenir la progresion de la

diabetes mellitus II.
4 Cambios en peso de higado, rifién y tejido adiposo abdominal

Para determinar si el consumo de la tortilla adicionada con frijol tépari fermentado/extrudido
generd variacion en el peso de tejidos como higado, rifion y tejido adiposo, se cuantificd este

parametro al final del estudio.

El analisis del higado (0.824 vs 0.899 g) y rifidon (0.278 vs 0.329 g) no fueron observadas
diferencias significativas cuando los grupos de ratones fueron alimentados con TaHFFE y dieta
SD, respectivamente (Figura 15 a y b). Por su parte, el analisis del tejido adiposo abdominal reveld
que los grupos experimentales (TaHFFE = 0.043 g + 0.07g, SD =0.014 g £+ 0.03 g) no presentan

diferencia significativa (Figura 15 c).

La cuantificacion de los 6rganos sugiere que la incorporacion de la HFFE a la tortilla de maiz

azul nixtamalizado, no gener6 cambios en los téjidos en estudio (higado, rifién y tejido adiposo).

Aunado a las observaciones en el parénquima hepatico, donde no existen anomalias en
ninguno de los grupos experimentales sugiere que la tortilla nutracéutica propuesta en esta

investigacion no causé dafio o un efecto negativo en la acumulacion de grasa en el higado.
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SD TaHFFE SD TaHFFE

SD TaHFFE

Figura 15. Pesos de higado, rifion y tejido adiposo de ratones C57BL/6N alimentados con dieta

estandar (SD) y con dieta experimental (TaHFFE).
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5 Analisis histologico de higado
a Parénquima hepatico

El andlisis del parénquima hepético de ratones alimentados con dieta (SD) y con tortilla adicioada
(TaHFFE) revel6 una distribucion de hepatocitos uniforme y definida donde se aprecia el nucleo
y citoplasma sin alteraciones. No se observd muerte celular por necrosis o apoptosis, ni alteraciones
metabolicas o estructurales asociadas a inflamacion o fibrosis, demostrando que no existieron
anomalias dentro del grupo alimentado con la dieta SD (Figura 16 A-B). Se observa que ambos
grupos conservan una arquitectura similar; por otro lado, fueron revelados breves indicios de
vasodilatacion (flechas) por parte de ambos grupos y microvacuolas de grasa (recuadro con linea

discontinua) (Figura 16 B).

Las leguminoas pesentan un elevado contenido de carbohidratos, proteinas, grasas, vitaminas y
fibras (Summo y col., 2019) que reducen el riesgo de incidencia de enfermedades cronicas
(Mirmiran y col., 2018). En la actualidad no exite un estudio donde se demuestre la efectividad de
un alimento nutracéutico a base de maiz nixtamalizado y frijol fermentado/extrudido, sin embargo,
existen numerosos estudios que han demostrado que las leguminosas y el extracto etanélico de
estos granos pueden alterar el metabolismo de los lipidos reduciendo la formacion de gotitas de
lipidos durante la diferenciacion de adipocitos en células 3T3-L1 (células adiposas de embrion)
(Shinohara y col., 2016). Ademas, el consumo de leguminosas disminuye la respuesta glucémica
(Gotii y Valentin-Gamazo, 2003; Centrone y col., 2020) y debilita la resistencia a la insulina, la
diabetes tipo I y la dislipidemia asociado con una dieta alta en grasas (Yang y col., 2007; Centrone

y col., 2020;).
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A)

B)

Figura 16. Parénquima hepatico de ratones C57BL/6N alimentados con dieta estandar (SD) dieta

experimental (TaHFFE). Tincion con hematoxilina y eosina con aumentos de 10X (A) y 40X (B).

131



El sobrepeso y la obesidad estan relacionados con enfermedades cardiovasculares
(cardiopatias y accidentes cerebrovasculares), diabetes, enfermedades musculoesqueléticas como
la osteoartritis y algunos tipos de canceres (endometrio, ovario, prostata, higado, mama, vesicula
biliar), etc. (ENSANUT, 2016; OMS, 2016). Las enfermedades cardiovasculares se asocian
comunmente con la desnutricién causada por la ingesta de grasas de origen animal, incluidos los
acidos grasos saturados y colesterol, y un estilo de vida sedentario. La diabetes, por otro lado, se
caracteriza por los elevados niveles de azucar en sangre tanto en adultos como en adolescentes y

nifios (Sanchez y col., 2015).

En este contexto, la poblacion mundial debe prestar mas atencion al hecho de que una dieta
saludable es una parte esencial del tratamiento y prevencion de enfermedades cronico-
degenerativas como son las enfermedades cardiovasculares y la diabetes tipo II. Se pueden obtener
ciertas propiedades funcionales para la salud a partir de alimentos vegetales que contienen
compuestos bioactivos. Las formulaciones de alimentos funcionales brindan la oportunidad de
consumir mas fitoquimicos que ayudan a prevenir enfermedades cronico-degenerativas. Un
ejemplo de esto es la produccion de tortillas nutracéuticas. Rodiles-Lopez y col. (2018),
desarrollaron tortillas de maiz nixtamalizadas enriquecidas con aguacate y nopal. Esto es parte de
la dieta experimental que induce hipertrigliceridemia ¢ hipercolesterolemia en estas ratas, lo que
resulta en la disminuciéon de glucosa en sangre y reduccion de lipidos en el grupo que fue
alimentado con tortillas experimentales en comparacion con la dieta estandar. Los resultados
concluyeron que estas tortillas concentradas fueron efectivas para reducir los niveles de colesterol,

triglicéridos y glucosa en sangre de ratas.

El estudio realizado en el presente proyecto tuvo una duracion de 4 semanas y no se indujo
algun tipo de patologia a los animales de experimentacion, de manera que la dieta inducida

funcionara para evaluar que no causara algin dafio o anomalia. Los resultados obtenidos
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demuestran que una dieta estandar + TaHFFE no causan efectos durante el tiempo de la

experimentacion.

b Vena cental

En ambos grupos de ratones en estudio se demostré que los hepatocitos que rodeaban a la
vena central, presentaron las mismas anomalias observadas en el parénquima; vasodilatacion y
microvacuolas de grasa en el citoplasma.

Las venas centrales conservan una estructura bien definida rodeada por su placa limitante.
(Figura 17 A-B). Las venas centrales de ambos grupos se encontraron que los hepatocitos

circundantes presentaron microvacuolas de grasa (recuadro con linea discontinua).

c Estructuras portales

Las histologias revelaron la presencia de vasodilatacion y acumulacion de microvacuolas de
grasa dentro de los hepatocitos circundantes del 64 % en los ratones en estudio (Figura 18 A-B).
Las estructuras portales se conservan integras y sin alteraciones en los distintos grupos

experimentales.

Se observa que ambos grupos, conservan una arquitectura similar, asimismo, ambos grupos
presentaron vasodilatacion (flechas) y microvacuolas de grasa (recuadro con linea discontinua).
3 Analisis histolégico de rifién

Los rifiones participan activamente en la eliminacion de desechos y mantienen el equilibrio
entre agua, sales y minerales en la sangre, ademas secretan hormonas las cuales intervienen en el

control de la presion arterial; uno de los parametros que pueden encontrarse alterados en individuos

con sindrome metabolico. Es por lo anterior que se realizé el analisis histologico del rifion, con el
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(A)

(B)

Figura 17. Venas centrales hepaticas de ratones C57BL/6N alimentados con dieta estdndar (SD) y
tratamiento experimental (TaHFFE). Tincion H&E, aumento a 10X (A) y 40X (B). VC, vena

central
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(A)

(B)

Figura 18. Estructuras portales de ratones C57BL/6N alimentados con dieta estandar y tratamiento
experimental (TaHFFE). Tincion H&E con aumentos de 10X (A) y 40X (B). EP, estructura porta.
Se observa la EP de los distintos grupos experimentales con sus componentes; conducto biliar

(circulo) y arteriola hepatica (cuadro).
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objetivo de identificar si las distintas dietas generaban dafio renal (Silbernagl y Despopoulos,

2007;Liy col., 2020)

a Corteza renal

El andlisis de la corteza renal en ambos grupos de ratones, demostraron que no existieron
alteraciones que comprometieran al tejido renal, ya que no fueron observados indicios de
glomerulopatia o reduccion de la capsula de Bowman. Se observo una distribucién uniforme de los

corpusculos renales y se identifico la presencia de arterias y venas arqueadas (Figuras 19).

Asi mismo, se lograron apreciar los corptsculos renales perfectamente conservados
compuestos por el glomérulo, el espacio capsular o urinario y la capa parietal de la capsula de
Bowman; rodeados por tubulos contorneados proximales y distales bien definidos. Dentro de los

glomérulos se observaron células mesangiales y los polos vascular y urinario.

b Médula

Similar a lo observado en la corteza renal, el analisis de la médula de ambos grupos demostrd
que no existieron alteraciones histologicas relacionadas con indicios de patologia renal. Sin
embargo, fueron observados tubulos contorneados proximales y distales, tibulos colectores y vasos

sanguineos; todos bien definidos y distribuidos uniformemente (Figura 20).

Nuestro estudio reveld que no se present6 daio renal consecuente al consumo de las distintas
dietas en los grupos experimentales, revelando que durante un periodo experimental de 4 semanas
el consumo de una dieta experimental (TaHFFE) result6 inocua, ya que no generd anomalias en

los rifiones.
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(A)

(B)

Figura 19. Corteza renal de ratones C57BL/6N alimentados con dieta estdndar (SD) y experimental
(TaHFFE). Tincion H&E con aumentos 10X(A) y 40X (B). Flecha, capsula de Bowman; G,

glomérulo; PU, polo urinario; PV, polo vascular; TP, tabulo proximal; TD, tubulo distal.
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(A)

(B)

Figura 20. Médula renal de ratones C57BL/6N alimentados con dieta estandar (SD) y experimental

(TaHFFE).Tinciéon H&E con aumento 10X (A) y 40X (B). TDT, tibulo distal transversal.
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IX. CONCLUSIONES

1 El proceso secuencial del frijol tépari aumento el contenido de proteina en un 45 % con
respecto al grano sin procesar, mientras que el contenido de lipidos y cenizas disminuy6 en un 78
% vy 40 % respectivamente. Estos resultados fueron favorables en su incorporacion a la tortilla de
maiz azul nixtamalizado, dado que incremento el 35 % el contenido de protina y dismiyé 18 % en
lipidos. El proceso secuencial también favorecio al incremento de aminoacidos esenciales, Met y
Cys 39.4 %y Phey Tyr 21 % en frijol, y Thr 7.49 %, Phe + Tyr 23.52 % y Lys 9.24 % para tortilla.
Mientras que fue observada una disminucion en &cido fitico (17 %), saponinas (68.4 %),
inhibidores de tripsina (94 %) y taninos condensados (85 %) en frijol FES/EXT.

2 El contenido de polifenoles totales aumenté de manera significativa (46 %) en frijol
bajo el proceso secuencial en comparacién con el grano sin procesar, y 14.7 % en tortilla aidiconada
con HFFE.

3 La actividad antioxidante por los métodos ABTS y ORAC mostraron un incremento
significativo por efecto del proceso secuencial en frijol del 47 y 94 % respectivamente, mientras
que la adicion de HFFE a la tortilla incrementd 7 y 20 % con respecto a la tortilla control. El efecto
de la actividad antioxidante en eritrocitos demostr6 un efecto retardante en la presencia de radicales
libres a las concentraciones de 0.1 y 1 mg/mL.

4 La actividad antidiabética aumenté 70 y 59 % después del proceso de FES/EXT de
frijol tépari en la inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa respectivamente. Mientras
que la incrorporacion de HFFE a la tortilla de maiz azul nixtamalizada aument6 la actividad
inhibitoria de la enzima a-amilasa (32 vs 10%).

5 En ratones macho C57BL/6N, la tortilla adicionada con HFFE mostré un efecto

saciante al no necesitar altas dosis de consumo durante la dieta. La curva de tolerancia a la glucosa
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oral mostré un efecto antihiperglucemiante y la ingesta del producto nutracéutico a base de maiz

azul y frijol tépari FES/EXT no genero dafio histologico en higado o rifion.
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XI. ANEXOS

A Congreso internacional

IT Congreso Internacional en Ciencias Alimentarias y Biotecnologia (CICAB II). Trabajo titulado
“Proceso secuencial por FES / extrusion en frijol sobre propiedades antioxidantes y antidiabéticas"

llevado a cabo en la ciudad de Hermosillo, Sonora del 15 al 17 de noviembre del 2023.

B Estancia de investigacién

Estancia Académica en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos, adscrito al Departamento de
Biotecnologia y Ciencias Alimentarias del Instituto Tecnoldgico de Sonora, campus Obregdn
centro, bajo la responsabilidad del Dr. Jaime Lopez Cervantes, durante el periodo: 30 de enero al

3 de febrero del 2023.
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