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RESUMEN

El frijol provee beneficios a la salud debido a la presencia de compuestos
bioactivos antioxidantes. Una manera efectiva de incrementar el contenido de estos
compuestos bioactivos es mediante la fermentacion en estado sélido (FES), la cual
consiste en el crecimiento de microorganismos sobre materiales alimenticios solidos
en ausencia, o casi ausencia, de agua libre superficial. Algunos investigadores
afirman que la FES es un proceso efectivo para incrementar la actividad antioxidante
y el contenido de compuestos fendlicos de los granos, a su vez, incrementar sus
propiedades nutracéuticas como el potencial hipoglucémico. Anteriormente, la FES
fue optimizada para obtener una harina funcional a partir de frijol comun negro con
potencial actividad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos totales alto. Sin
embargo, no existe ningun reporte de investigacion sobre la optimizacion de la FES
para incrementar el valor antioxidante, compuestos fendlicos totales e indice de
inhibicion de a-amilasa de frijol comuan var. azufrado higuera. Por lo cual, este estudio
fue llevado a cabo para encontrar las mejores condiciones de FES de frijol comudn
var. azufrado higuera que maximice los valores de actividad antioxidante, contenido
de fendlicos totales e indice de inhibicion de a-amilasa y obtener una harina funcional
con potencial antioxidante e hipoglucémico incrementado. EI método de deseabilidad
numérica de la metodologia de superficie de respuesta (MSR) fue utilizada para
optimizar las condiciones del bioproceso de FES. Se utilizd un disefio central
compuesto rotable con dos factores [temperatura de fermentacion (TF=22-45°C)/
tiempo de fermentacion (tF=6-108h)] y cinco niveles (13 tratamientos). Las variables
de respuesta fueron actividad antioxidante (AAox), contenido de compuestos

fendlicos totales (CFT) e indice de inhibiciébn de a-amilasa (IIAA), usando como

Xi



criterios de optimizacién maximizar estas respuestas. Los cotiledones bioprocesados
de cada tratamiento fueron secados, molturados y mezclados con sus respectivas
testas previamente secadas y molturadas. La mejor combinacién de TF/tF para
obtener una harina funcional fueron 33.5°C/ 108h. La FES incrementé la actividad
antioxidante (de 5,214 a 13,429 umol ET/100 g, bs) medida por el método de ABTS,
el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) (de 108 a 262 mg EAG/100 g,
bs), el indice de inhibicién de a-amilasa (IIAA) (4.64 a 7.65) y el indice de inhibicion
de de a-glucosidasa (IIAG) (7.31 a 10.6). En conclusion, la optimizacién de las
condiciones de FES de frijol comun var. azufrado higuera es una buena estrategia
para producir una harina funcional con potencial antioxidante e hipoglucémico

incrementado.
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ABSTRACT
The common bean provides health benefits due to the presence of antioxidants
bioactive compounds. An effective way to increase the content of these bioactive
compounds is by the solid state bioconversion (SSB), which consists in the growth of
microorganisms on solid materials in the absence, or near absence, of free water
surface. Researches claim that SSB is an effective process to enhance the
antioxidant activity and phenolic content of grains, also, increase the nutraceutical
property like the hypoglycemic potential. Previously, the SSB conditions were
optimized to obtain functional flour from black common bean with potential antioxidant
activity and high total phenolic content. However, there isn't any research about the
optimization of the SSB to enhance the antioxidant value of common bean var.
azufrado higuera. Therefore, this study was conducted to find the best solid state
bioconversion conditions of common bean var. azufrado higuera that would maximize
the antioxidant activity and total phenolic content and a-amylase inhibition index, and
obtain functional flour with enhanced antioxidant and hypoglycemic potential. The
desirability numerical method of the response surface methodology (RSM) was used
to optimize the conditions of the SSB bioprocess. A central composite experimental
design with two factors [fermentation temperature (FT)=22-45°C/fermentation time
(Ft)=6-108 h] and five levels was used (13 treatments). The response variables were
antioxidant activity (AAox), total phenolic content (TFC) and a-amylase inhibition
index (AAIl) using as optimization criteria maximize these responses. The
bioprocessed cotyledons from each treatment were dried, milled, and blended with its

previously dried-milled seed coats. The best combination FT/Ft of SSB to obtain the

Xiii



functional flour was 33.5°C/108 h. SSB increased antioxidant activity (from 5,214 to
13,429 pmol TE/100 g, dw), total phenolic content (TPC) (from 108 to 262 mg
GAE/100 g, dw), a-amylase inhibition index (AAIl) (from 4.64 to 7.65) and o-
glucosidase inhibition index (AGII) (from 7.31 to 10.6). In conclusion, the optimizing of
SSB conditions of common bean var. azufrado higuera is an effective strategy to

produce functional flour with enhanced antioxidant and hypoglycemic potential.
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| INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico caracterizado por hiperglucemia
0 azlcar en la sangre. La hiperglucemia puede ser manejada con éxito con uso de
medicamentos sintéticos que inhiben enzimas relacionadas con la hidrolisis de
carbohidratos, sin embargo tienen efectos adversos como distensién abdominal,
flatulencia y posible diarrea, por ello, ha surgido el interés en inhibidores de origen
natural presentes en leguminosas, como el frijol comdn (Phaseolus vulgaris L).
Ademads, existen muchos estudios en los cuales se ha demostrado otros beneficios a
la salud del frijol comun, debido a la presencia de compuestos bioactivos,
principalmente antioxidantes. Una forma de incrementar el contenido de estos
compuestos es mediante la fermentacion en estado soélido (FES), la cual consiste en
el crecimiento de microorganismos en materiales sélidos en ausencia, o casi
ausencia, de agua libre superficial. Este bioproceso mejora las propiedades
nutracéuticas y actividad antioxidante de los alimentos. Sin embargo, no existen
reportes en la literatura donde el proceso de FES haya sido optimizado para obtener
harina de frijol con valor nutracéutico alto. Debido a ello, en el presente estudio se
pretende encontrar la mejor combinacion de temperatura (TF) y tiempo (tF) de FES
para obtener una harina de frijol bioprocesado con potenciales antioxidante e
hipoglucémico altos. Se aplicara el método grafico de la MSR para encontrar las
mejore condiciones del bioproceso de FES para obtener la harina de frijol
bioprocesado optimizada (HFCBO) con potenciales antioxidante e hipoglucémico
altos. A la HFCBO se le avaluara composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y
nutricionales, niveles de fitoquimicos, capacidad antioxidante e indice de inhibicién

de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa.



Il REVISION DE LITERATURA

A ESTRES OXIDATIVO

Todos los organismos aerébicos estan expuestos a estrés oxidativo ya que
producen energia mediante el uso de oxigeno. Este se define como la exposicion de
la materia viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe
existir entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes
encargados de eliminar dichas especies quimicas; esto tiene como consecuencia
alteraciones de la relacién estructura-funciéon en cualquier 6rgano, sistemas o grupos
celulares especificos el cual solo se hace evidente por el brote de ciertas
enfermedades (Ames 1993; Pietta 2000), siendo el exceso de radicales libres la

principal causa de estrés oxidativo (Josko 2012).

1 Radicales libres

Los radicales libres se definen como compuestos que contienen uno 0 Mas
electrones no apareados y es esta capa de electrones incompleta lo que le confiere
una alta reactividad. Los radicales libres pueden generarse a partir de muchos
elementos, pero en los sistemas biologicos el oxigeno y nitrégeno son los mas
importantes. Cuando la formacion de radicales libres excede la capacidad de defensa
ante ellos se pierde el balance oxidativo y se produce dafio en lipidos, proteinas y
ADN. Por lo tanto, el estrés oxidativo se define como el efecto adverso de las
reacciones oxidativas inducidas por radicales libres dentro de los sistemas bioldgico

(Elejalde 2001).



2 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El término “especies reactivas de oxigeno” se aplica tanto a los radicales libres y
sus intermediarios no radicales. En condiciones fisiolégicas, el radical libre de
oxigeno mas comun es el aniéon superoxido (O2 ¢). La transferencia de electrones a
lo largo de las enzimas de la cadena respiratoria no es totalmente eficiente, en
particular de los complejos | y Ill, resultado en la formacién de O2 -. La velocidad de
formacion se determina por el nUmero de electrones presentes en la cadena y asi se
eleva bajo condiciones de hiperoxia y de glucosa elevado, como en la diabetes. Sin
embargo, también se aumenta en condiciones de hipoxia, cuando la reduccion de la
disponibilidad de oxigeno para actuar como el aceptor final de electrones para el
complejo IV hace que los electrones se acumulan. En condiciones normales, 2% de
oxigeno consumido se convierte en O2 « en las mitocondrias en lugar de ser

reducida al agua (Pacher y col 2007).

3 Dafos por ROS a biomoleculas

a Lipidos

Los radicales hidroxilos son capaces de causar la peroxidacién lipidica en la
membrana plasmatica. Por la obtencién de hidrégeno de la cadena lateral de
hidrocarburo de un acido graso, que crean un radical de carbono-central C. Si el
oxigeno esta presente, este puede reaccionar para formar un radical (radical -C-O-
O peroxilo, que a su vez es capaz de extraer hidrégeno a partir de un acido graso
adyacente, lo que propaga la reaccion produciendo hidroperéxidos que se propagan
mas alld de la via de los radicales libres. (Halliwell y Gutteridge 1999). Los

hidroperoxidos tienen efectos toxicos sobre las células tanto directamente como a



través de la degradacion del radical hidroxilo altamente toxico. Estos también pueden
reaccionar con metales de transicién como el hierro o el cobre para formar aldehidos

gue puedan dafiar las membranas celulares. (Maritim y col 2003)

b Proteinas

Los aminoacidos, tanto libres como en las proteinas, son un objetivo para el dafio
oxidativo. La oxidacion directa de las cadenas laterales conduce a la formacion de
grupos carbonilo (aldehidos y cetonas) y prolina, arginina, lisina y treonina son

particularmente vulnerables a los ataques (Dalle-Donne y col 2003).

La extraccion de iones de hidrégeno del grupo tiol de la cisteina puede conducir a
la formacion de enlaces disulfuro y los plegamientos anormales de proteinas.
Plegamiento anormal no solo puede conducir a la pérdida de la funcién, sino también
la agregacion de proteinas y la muerte celular. Por ultimo, el peroxinitrito reacciona
con residuos de tirosina para formar 3-nitrotirosina. En los niveles fisioldgicos, se
cree que la nitracion de proteinas a ser un proceso selectivo y reversible, conduce a
la activacion de una manera analoga a la fosforilacion, pero a niveles mas altos

puede ser perjudicial (Myatt 2010).

¢ Acido desoxirribonucleico (ADN)

El ADN es atacado principalmente por los radicales OH y una variedad de
productos puede ser generada a través de reacciones con cualquiera de las bases
de ADN o los azucares de desoxirribosa. Los ataques contra los restos de azucar
pueden causar roturas de cadena, mientras que los de las proteinas histonas puede

conducir a enlaces cruzados que interfieren con el plegamiento de la cromatina, la



reparacion del ADN vy la transcripcion. Por lo tanto, pueden dar lugar a la mutacion o

la expresion génica irregular (Halliwell y Gutteridge 1999).

El ADN mitocondrial es particularmente vulnerable a los ataques ROS debido a
su proximidad al radical O2 generado de la cadena de transporte de electrones,
debido a la falta de proteccion de las histonas y los mecanismos minimos de
reparacion que existen (Richter y col 1988). Como el ADN mitocondrial codifica
varias proteinas, incluyendo las enzimas de la cadena de transporte de electrones,
las mutaciones pueden conducir a la alteracion de la produccion de energia y el
riesgo de una mayor fuga de electrones, lo que agrava la tension inicial. Una fuente
importante de radicales libres es la oxidacion de la glucosa. En su forma enediol, la
glucosa se oxida catalizada por metales de transicién, a un anion radical enodiol
causando la reduccion de oxigeno molecular que da lugar a cetoaldehidos e
intermediarios oxidantes provocando la produccién de radicales hidroxilo muy

reactivos (Maritim y col 2003).

B DIABETES

1 Generalidades

A nivel mundial, los trastornos nutricionales mas comunes son el sobrepeso y la
obesidad. Una persona que padece de obesidad tiene un mayor riesgo de padecer
enfermedades del tipo crénico degenerativas tales como artritis, dislipidemia,
hipertension, enfermedad de las arterias coronarias y diabetes (Rosak y Mertes
2009) La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico caracterizado principalmente
por hiperglicemia, es citado en el informe de la FID como la cuarta o quinta causa de

muerte en la mayoria de los paises de altos ingresos y una enfermedad epidémica



en ciudades econdmicamente en desarrollo e industrializadas (Najafian y col 2010).
Los tipos de diabetes conocidos son: Diabetes de tipo 1 que se caracteriza por una
produccion deficiente de insulina y requiere la administracién diaria de esta hormona;
Diabetes de tipo 2 que se debe a una utilizacién ineficaz de la insulina. Representa el
90% de los casos mundiales y se debe en gran medida a un peso corporal excesivo
y a la inactividad fisica; y Diabetes gestacional que es un estado hiperglucémico que
aparece 0 se detecta por vez primera durante el embarazo. Se cree que el
incremento del estrés oxidativo aumenta el desarrollo y progresion de la enfermedad,
usualmente la diabetes estad acompafiada de un incremento en la produccion de
radicales libres y deterioro de las defensas antioxidantes. (Maritim y col 2003; Mora y

Ospina 2009).

2 Prevalencia de la diabetes

La prevalencia global de diabetes tipo 2 estd aumentando rapidamente por el
envejecimiento, la urbanizacion y los cambios asociados al estilo de vida (Zimmet y
col 2001). Es una causa importante de morbilidad y mortalidad prematura en todo el
mundo. En el afio 2012, la Federaciéon Internacional de Diabetes (IFD, por sus
siglas en inglés) estimé que mas de 371 millones de personas vivian con dicha
enfermedad y que 4.8 millones de personas mueren a causa de la misma. Por otro
lado a nivel mundial se estima que para el afio 2030 el nimero de personas
diabéticas se incremente a 439 millones. En México, de 1998 al 2012 se ha
observado una tendencia al incremento del 4.7%, pasando de una tasa de
morbilidad de 342.1 a 358.2 casos por cada 100 mil habitantes, especificamente en

el aflo 2012 se reportaron 418,797 pacientes diagnosticados con diabetes ( 0.4% de



la poblacidon mexicana), el 59% de los casos fueron del sexo femenino entre 50-59
afos, con una tasa de morbilidad de 1,237.90 casos por cada 100 mil habitantes y
esta creciendo, si la tendencia permanece igual se espera para el afio 2030 un
aumento del 37.8% en el nimero de casos y 23.9% en la tasa de morbilidad (IFD

2012; SVEHDMT?2 2013).

Segun las cifras de la INEGI del 2012, esta enfermedad es la segunda causa de
muerte en la poblacion mexicana, con una tasa de mortalidad de 75 defunciones por
cada 100 mil habitantes. Para el primer trimestre del afio 2013, los resultados del
sistema de vigilancia epidemiolégica hospitalaria de diabetes mellitus tipo 2
(SVEHDMT2), registrd 5,020 casos en todos los grupos de edad siendo el Estado de
México el que presento mas casos con el 9.1%, seguido de Tabasco, con el 8.1 % y
en tercer lugar Hidalgo con el 7.8%. Con respecto al sexo, predomina el sexo

femenino con el 54.9% de los casos registrados.

3 Mecanismos de la diabetes

La diabetes tipo 2 causa resistencia a la accion de la insulina por las células
periféricas que se traduce en la hiperglucemia, como resultado de alta glucosa
(Notkins 2002). En condiciones fisiolégicas normales, la insulina se libera como
respuesta a la entrada de glucosa en las células B del pancreas y es transportado por
la sangre a los tejidos periféricos. Las células receptoras de insulina la detectan y
conducen a la captacion de glucosa por las células y su metabolismo en energia

guimica o como energia almacenada.



4 Relacion entre dieta y enfermedad

El principal macronutriente consumido en la mayoria de las dietas carbohidratos,
siendo la principal fuente de calorias. La inhibicibn del metabolismo de los
carbohidratos o absorcion puede disminuir la ingesta de calorias para promover la
pérdida de peso y combatir la obesidad. También es un mecanismo para reducir la
hiperglucemia en sujetos diabéticos. Antes de ser absorbida por el cuerpo, los

carbohidratos deben desglosarse en monosacaridos.

Antes de ser absorbida por el cuerpo, los carbohidratos deben ser hidrolizados
en monosacaridos. La hidrolisis ocurre debido a dos importantes enzimas: la a-
amilasa y a-glucosidasa. La a-amilasa (a-1,4-glucano 4-glucanohidrolasa, EC
3.2.1.1) es una enzima que participa en la digestion de almidén de la dieta y el
glucégeno. La amilasa hidroliza los enlaces a-1,4-glicosidicos polimeros como
almidon, amilosa, amilopectina varios maltooligosacéaridos. La hidrolisis ocurre
mediante un "ataque multiple" en el que la a-amilasa actia sobre los enlaces
glicosidicos a (1-4) de una cadena de almidon produciendo inmediatamente la
formacion de maltodextrinas de bajo peso molecular, tales como maltosa, maltotriosa
y maltotetraosa (Moran y col 2011; Yoon y col 2007). La digestion de los hidratos de
carbono comienza en la boca (Figura 1), con la amilasa secretada por las glandulas
salivales. Esta accidn representa solo alrededor del 5% de la descomposicién de los
carbohidratos. El proceso se detiene en el estbmago debido a la alta acides lo que
conlleva a la inactividad de la amilasa. Cuando el alimento entra en el intestino, el
pH acido se neutraliza por la liberacién de bicarbonato secretada por el pancreas y

por la mucosa que recubre las paredes del intestino



Figura 1. Proceso de digestion de los carbohidratos



. La amilasa es secretada en el intestino delgado por el pancreas. Las enzimas a-
glucosidasa se encuentran en el borde de las vellosidades del intestino delgado. La
amilasa descompone los carbohidratos en oligosacaridos. Las enzimas glucosidasa
(incluyendo lactasa, maltasa y sacarasa) completan el desglose unidades vy liberacion
de monosacéridos. Solo las unidades de monosacaridos son absorbidos por el

cuerpo en el intestino delgado (Obiro 2008).

Aquellos carbohidratos de la dieta que se componen en su mayoria de unidades
de monosacaridos son absorbidos con mayor rapidez y llegan mas rapido al torrente
sanguineo, es por ello que se dice gue poseen un "alto indice glucémico”. Los
carbohidratos en forma polimérica se absorben mas lentamente y se dice que tienen
un "indice glucémico bajo". El indice glucémico (IG) se define como el area bajo la
curva incremental de glucosa en sangre después de la ingestion de un alimento,
expresada como un porcentaje del area correspondiente después de una carga
equivalente de un carbohidrato de referencia, ya sea (trigo) glucosa o pan blanco
(Mahmood 2014). Los alimentos con IG bajo (<55) son las verduras, yogur sin azucar
y los espaguetis de proteina enriquecida. Algunos ejemplos de alimentos de IG alto
(> 70) son el pan blanco, papas al horno y los lacteos. Después de consumo de
alimentos de IG alto, hay un aumento grande, rapido en los niveles de azucar en la
sangre, y en respuesta, se observa un rdpido aumento en los niveles de insulina. La
insulina promueve la captacion de glucosa de la sangre a las células en el higado y
el tejido muscular esquelético para luego almacenarla como glucégeno. La insulina
también aumenta la sintesis de acidos grasos y puede resultar en la acumulacion de

lipidos. La acumulacion de lipidos en el musculo esquelético y el higado esta
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asociada con una disminucién de la sensibilidad a la insulina. Dicha resistencia a la
insulina aumenta la probabilidad de desarrollar diabetes tipo 2 y enfermedades del
corazén. Hiperglucemia postprandial y resistencia a la insulina se cree que
desempefian un papel central en el desarrollo y progresion de la enfermedad
cardiovascular en sujetos con la intolerancia a la glucosa (Barclay y col 2008; Brand-

Miller y col 2009).

El riesgo de incidencia de diabetes aumenta al doble cuando se padece de
sobrepeso y se triplica cuando se padece obesidad. Siendo, aproximadamente, el
80% de los pacientes de diabetes obesos. La aparicion de diabetes esta vinculada
con el estilo de vida sedentario, factores dietéticos, el estrés, la urbanizacién y
factores socioecondmicos (OMS1990). Debido a que la absorcién de carbohidratos
es mas lenta en la parte intestinal se han desarrollado medicamentos que evitan la

hidrolisis de carbohidratos limitando su absorcion.

C ESTRATEGIAS CONTRA DIABETES

1 Inhibidores enziméticos

Existen algunos productos que ayudan a minimizar la digestiéon del almidén
impidiendo su completa degradacion y absorcion en el intestino, usando sustancias
gue permitan mantener un control de dichas enfermedades (Jiang y col 2008; Tormo
y col 2004).Una alternativa para una dieta con un IG bajo es a través del uso de
algunos productos que actian sobre las enzimas responsables de la digestidon
inhibiéndolas provocando una absorcién mas lenta de los hidratos de carbono. Un
método beneficioso para el tratamiento de la diabetes y la obesidad es evitando la

absorcion de azucar en el intestino delgado. Entre las que se encuentran los
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inhibidores de a-glucosidasas, que inhiben la hidrélisis de los hidratos de carbono en
el tracto digestivo y retrasan su absorcién o inhibidores de a-amilasa que inhiben la
degradacion de carbohidratos complejos a nivel intestinal. Los inhibidores de esta
enzima pueden ser usados en el tratamiento de la diabetes y la obesidad. Algunos
estudios demuestran que la inhibicion de la a-amilasa ayuda a que los niveles de
glucosa en sangre en pacientes diabéticos sean mas bajos (Da Ros y col 2005;

Preuss 2009).

2 Inhibidores enziméaticos comerciales

Existen tres inhibidores de alfa amilasas en el mercado: acarbosa, viglitol y
miglitol, sin embargo, estos medicamentos sintéticos tienen efectos adversos como
distension abdominal, flatulencias y posible diarrea (Bros y Pegragés 2007; Cérdova-

Villalobos y col 2008).

El primer inhibidor de a-amilasa y a-glucosidasa comercializado fue acarbosa. La
acarbosa en concentraciones micromolares es un inhibidor de a-amilasa y a-
glucosidasa, ademas de que se ha demostrado su seguridad y puede mantener su
efecto a largo plazo. El efecto de la acarbosa en el control de la hiperglucemia
postprandial funciona como un potencial preventivo de complicaciones metabdlicas

(Godbout y Chiasson 2007).

La acarbosa es un producto obtenido a partir de varias especies de Actinoplanes
y es un potente inhibidor de la a-amilasa (Yoon y Robyt 2003). La acarbosa es un
seudotetrasacarido, [4,5,6-trihidroxi-3- (hidroximetil) -2-ciclohexen-1-il] en el extremo

no reductor, ligado al nitrogeno del acido 4- amino-4,6 -didioxi-D-glucopiranosa (4-
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amino-4-desoxi-Dquinovopiranosa), unido a una molecula de maltosa por enlace a-1-
4 (Figura 2). Se ha postulado que el mecanismo de la inhibicion de a-amilasa es
debido al anillo de ciclohexeno insaturado y el nitrégeno glucosidico, que se protona,
por lo general, para dar un atomo de nitr6geno cargado positivamente. La estructura,

se piensa, imita el estado de transicion para la escisién de enlaces glicosidicos.

3 Fitoquimicos con propiedades hipoglucémicas

En la actualidad, algunos inhibidores de la a-amilasa disponibles en el comercio
se extraen del trigo o del frijol coman blanco (Phaseolus vulgaris). Dicho inhibidor
interfiere en la hidroélisis del almidon y por lo tanto reducen los niveles de glucosa
sanguinea. En humanos, los inhibidores de amilasa han mostrado disminuir la
absorciéon de los carbohidratos al reducir su actividad intestinal, usandose

complemento en el tratamiento de éstas enfermedades (Rodriguez-Garcia 2014).

Inhibidores de la a-amilasa naturales ofrecen un enfoque terapéutico atractivo
para el tratamiento de la hiperglucemia por la disminucién de la liberacién de glucosa
a partir de almidon. Randhir y Shetty (2007) mostraron que los extractos de fendlicos
obtenidos de frijol mungo tratado con fermentacion en estado sdlido producen la
inhibicion de amilasa. Estos hallazgos sugieren que los fendlicos pueden jugar un
papel en la mediacién de la inhibiciébn de amilasa y por lo tanto tienen el potencial de
contribuir al control de la diabetes tipo 2 (Correia y col 2004). Ranilla y col (2010)
investigaron diferentes plantas de América Latina para sus perfiles fendlicos,
asociando la actividades inhibidoras de la a-glucosidasa los fendlico total y su

actividad antioxidante de las plantas medicinales.
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Wongsa y col (2012) evaluaron el efecto de los fenélicos en extractos de plantas
de Tailandia, relacionando la inhibicion de a-glucosidasa con el contenido de
fendlicos totales. Por ello, ha surgido interés en obtener inhibidores enzimaticos
naturales, siendo las leguminosas una buena fuente de fitoquimicos con capacidad

inhibitoria, como el frijol comun.

D ALIMENTOS FUNCIONALES

1 Definicién

Los alimentos funcionales son alimentos no procesados o procesados que se
asemejan a los tradicionales, pero que se diferencian de ellos ya que contiene
ingredientes que desempefian un papel especifico en las funciones fisioldgicas del
organismo humano, ofreciendo beneficios mas alld de su valor nutrimental y
energético (Hasler 2002). Dentro de las principales funciones de estos alimentos
estan relacionadas con la actividad normal de los sistemas cardiovasculares,
prevencion de enfermedades hepaticas y proteccion del sistema gastrointestinal,
entre otros; aportando principalmente antioxidantes (Shahidi 2002; Zhao 2007). Estos

ingredientes se les conocen como nutracéuticos.

2 Alimentos nutracéuticos

Los compuestos nutracéuticos son producto aislados o purificados de materiales
biolégicos, que provee beneficios fisioldgicos y ha demostrado proporcionar
proteccion contra enfermedades crénicas. Los nutracéuticos pueden consumirse en
la dieta normal ya que, ademas de contener nutrientes, contienen compuestos
fitoquimicos benéficos para la salud, tales como: aditivos alimenticios; suplementos

vitaminicos y minerales; alimentos completos; hiervas; fitonutrientes y probidticos y
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pueden se obtenidos de fuentes animales, vegetales, marinas y microbianas (Shi y

col 2002).

Existen muchos compuestos que son investigados debido a sus propiedades
nutracéuticas, con especial interés en sus capacidades antimutagenicas,

anticarcinogénicas y antioxidantes (Liu 2004).

a Compuestos antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que pueden donar electrones facilmente o un
atomo de hidrogeno a un radical hidroxido o alcohdxido para terminar una reaccion
peroxilipidica en cadena o para generar un compuesto fendlico, que puede quelar
metales prooxidantes (Cuadro 1). Los antioxidantes al estar presentes en bajas
concentraciones comparadas con sustrato oxidable (grasas, proteinas,
carbohidratos, ADN) retardan o previenen su oxidacion (Cuadro 2) (Halliwell y
Guttrtidge 1998). Algunas investigaciones han evaluado el efecto de diversos
procesamientos sobre la capacidad antioxidante de cereales y leguminosas. Reyes-
Bastidas (2008) estudio el efecto de la fermentacion en estado solido (FES) sobre la
capacidad antioxidante de garbanzo y frijol para consumo humano. Observaron que
la FES incrementaba el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante de estos granos. Esta investigacion sugiere que la harina de tempe de
frijol y garbanzo pudiera ser empleados solos o0 mezclados con cereales, para la
elaboracion de alimentos para consumo humanos de alto valor

nutricional/nutracéutico y causar gran aceptabilidad.
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Cuadro 1. Clasificacion de antioxidantes segun su sitio de accion.

Intracelular

Membrana

Extracelular

Superoéxido dismutasa
Catalasa

Peroxidasa

DT-deafarasa

GSH

Proteinas que ligan metales
Sistemas proteoliticos

Vitamina C

Vitamina E
B-carotenos

Ubiquinol-10

Ceruloplasmina
Transferinas
Latoferroinas
Albaminas
Vitamina C
Haptoglobulinas
Acido drico

Vitamina E

Veneteo-Gutiérrez (2002).
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Cuadro 2. Clasificacion de antioxidantes segun su origen

Origen

Accién

Exdgenos

Vitamina E

Vitamina C

[-carotenos
Flavonoides, licopenos
Enddgenos
Enzimaticos
Superoéxido dismutasa
Catalasa
Glutation peroxidasa
No enzimaticos
Glutation

Coenzima Q

Acido Tioctico

Neutraliza el oxigeno singulete

Captura radicales libres hidroxilo

Captura Oz

Neutraliza peroxidos

Neutraliza el oxigeno singulete

Captura radicales libres hidroxilo

Captura Oz

Regenera la forma oxidada de la vitamina E

Neutraliza el oxigeno singulete

Cofactor
Cobre, sodio, manganeso
Hierro

Selenio

Barreras fisiologicas de oxigeno a las células

Transportadores de metales (transferina 'y

ceruloplasmina)

Venero-Gutiérrez (2002)
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1) Evaluacion de la actividad antioxidante

La accion protectora de frutas y vegetales ha despertado el interés en la
evaluacion de la actividad antioxidante de estos alimentos y su relacién con los
beneficios que aporta a la salud como las vitaminas (acido ascorbico, a-tocoferol y -
tocoferol) (Prior y Cao, 2000). Sin embargo, numerosos estudios reportan mayos
actividad antioxidante de compuestos como taninos, fenoles, flavonoides
isoflavonas, flavonas, antocianinas, catequinas e isocatequinas que en vitamina C, E
y B-caroteno (Kahkonen y col, 1999). Xu y Chang (2007) realizaron estudios en frijol,
chicharo, lenteja y garbanzo y reportaron que la composicion fendlica de los
extractos hidrofilicos de las leguminosas estd relacionada con su actividad
antioxidante. Mora-Rochin y col (2010) estudiaron el contenido de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante de tortillas producidas a partir de maices
pigmentados procesados por nixtamalizacion y extrusion. Reportaron que las tortillas
preparadas con diferentes maices elaboradas por el método de nixtamalizacion y
extrusion presentaban diferentes compuestos fendlicos, &cidos ferulicos,

antocianinas y actividad antioxidante.

E FRIJOL (Phaseolus vulgaris L)

1 Origen

El frijol coman (Phaseolus vulgaris L) pertenece a la familia de FABACEAE, tribu
Phaseolus, subfamilia Papilionoideae. El frijol comun forma parte de la familia de las
leguminosas, ampliamente distribuidas por todo el mundo. Es de gran importancia en

Latinoamérica y Africa ya que forma parte de la alimentacion basica de la poblacion,
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su consumo junto con el maiz satisface en gran parte los requerimientos basicos
necesarios para la alimentacion. Es la segunda leguminosa con mayor produccién y
consumo a nivel mundial. En México, es la segunda fuente de proteinas,
carbohidratos, vitaminas (acido fdlico, niacina y tiamina) y minerales (Fe y Zn)

(Herrera-Hernandez y col 2014).

La semilla puede ser de forma redonda, eliptica, algo aplanada o redonda-
alargada y de una gran variedad de colores. En la zona norte de México se consume
las variedades azufradas, que se cultivan principalmente en Sinaloa mientras que
una gran parte de frijol negro se cultiva en Nayarit y Zacatecas, con una demanda

mayormente concentrada en las zonas centro y sur del pais.

La mayoria de las variedades de frijol cultivados en Europa, Estados Unidos y
México pertenecen al género Phaseolus. Este género comprende un amplio nimero
de especies que incluyen hierbas anuales, perennes, erectas y volubles. Se conocen
180 especies del genero Phaseolus, de los cuales 126 provienen del continente
americano, 53 del sur de Asia y oriente de Africa, 2 de Australia y 1 de Europa

(Adams y col 1985; AMSDA 2007).

2 Estructura del grano de frijol.

La semilla de frijol ésta compuesta de dos partes: la testa (cascara) y dos
cotiledones (Figura 3).  La testa sirve como barrera protectora entre los cotiledones
y el exterior. A su vez, el frijol pose otras caracteristicas fisicas externas como el hilio

(hillium), el micropilo y rafe. El hilio es una cicatriz ovalada, que se encuentra a la
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Cotiledones

Figura 3. Estructura del grano de frijol.
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mitad de una orilla y es lo que queda al separar el peddnculo de la vaina. La testay
el hilio han sido relacionados con la permeabilidad al agua de las semillas de
leguminosas. La estructura y composicion de la testa (taninos y fibra dietaria) parece
tener una gran influencia en la calidad de coccion de las leguminosas (Carabez-Trejo
y col 1989). El micrépilo es una pequefia abertura del grano, a un lado del hilio. El
rafe es una pequefia costilla al lado del hilio, opuesta al micropilo y representa la

base del pedunculo. (Cubero 1987).

3 Composicién y valor nutritivo

Las leguminosas son una fuente importante de energia y nutrientes en el mundo,
en especial paises en desarrollo. La disponibilidad de nutrientes en las leguminosas
depende de su contenido y factores tales como manejo poscosecha, métodos y
condiciones de procesamiento, presencia de factores antinutricionales y/o toxicos y
posibles interacciones de nutrientes con otros compuestos (Salunkhe y col 1989).
Las semillas contenidas por cada 100 g de semillas secas: 62.9 g de carbohidratos,
proteinas 22.4 g, 44.12 g de almiddn resistente, 6.9 g de fibra, 61 mg catequinas, 56
mg saponinas, 45 mg antocianinas, quercetina 31 mg, inhibidores de tripsina 7 mg, 4
mg fasina, acido fitico 3 mg. Ademés de ser una buena fuente dietética. Ademas de
ser una fuente de vitaminas hidrosolubles (tiamina, riboflavina, niacina, piroxina y
acido folico) y minerales (Ca, Fe, Cu, Zn, K, P y Mg) y &cidos grasos poliinsaturados

(Cuadro 3) (Sathe y col 1985).
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Cuadro 3. Composicion quimica en granos de frijol comun (Phaseolus vulgaris
L)(% bs)

Requerimientos minimos diarios

Indicadores Contenido (mg/dia) (2-5 afios)
Proteina 14-33

Lipidos 2-7.5

Fibra total 14-21

Insoluble 8-13

Soluble 3-8

Cenizas 3-5

Carbohidratos 52-76

Almidon total 52-76

Almiddn resistente 35-60

Digestibilidad (%) 52-75

Relac_lon de eficiencia 0.7-2

proteica

Aa esenciales (g/100 g proteina)

Fenilalanina + Tripsina 5-8.55 6.3
Isoleusina 3-6 2.8
Leucina 5-10 6.6
Lisina 6-8 5.8
Metionina + Cisteina 1-3 2.5
Treonin 3.5-7 3.04
Triptéfano 1.23 1.1
Valina 3.5-7 3.5
Histidina 2.45 1.9
Vitaminas (mg/100g)

Tiamina (B1) 0.81-1 2
Riboflavina (B2) 0.1-0.3 2
Niacina (B3) 1-3 0.02
Piridoxina (B6) 0.3-0.6 2
Acido félico 0.2-0.6 0.5
Minerales (mg/100g)

Calcio 9-200 800-1000
Cobre 0.7-1

Fésforo 460 800-1000
Hierro 4-8 15
Magnesio 200 300-400
Zinc 2-4 15

Paredes-Lopez 2006.
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a Proteina

Se ha reportado contenidos de proteina del 14- 33% (Paredes-L6pez 2006). La
proteina de frijol se caracteriza por su deficiencia en aminoacidos azufrados y
triptéfano (Bressani y Blanco 1991). Su variedad genética de proteinas depende,
ademas de genes que controlan la sintesis y acumulacién de proteinas, de genes
gue controlan el suministro de nutrientes, vigor de la planta, maduracion, tamafio y
rendimiento de semillas y la acumulacion y sintesis de almidon de la semilla. Su
localizacion geografica y época del afio juegan un papel importante en el contenido

proteina (Obsnorn 1988).

Las principales proteinas en la semilla de frijol son faseolinas, lectinas y arcelinas
(Obsnorn 1988). Las faseolinas representan del 40-60% de las proteinas totales del
frijol. Son solubles en soluciones de NaCl al 0.5 M a casi cualquier pH; presentando
tres coeficientes de sedimentacién: 3.05 s (pH=12.0), 7.15 s (pH=7.0) y 18.2 s
(pH=3.6), que corresponden a péptidos (44 KD), protomeros (163 KD) y tetrameros
de protomeros (653 KD). La gasolina esta glicosilada con 3-5% de azucares y
contiene residuos de acidos y amidas y un 1% de residuos que contienen azufre

(Sun vy Hall 1975).

Las lectinas, conocidas como hemaglutininas o fitohemaglutininas, son
glicoproteinas de origen no inmune. Presentan actividad aglutinante debido a
interacciones entre sitios de unién de la lectina y carbohidratos de glicoproteinas o
glicolipidos (Goldstein y col 1980). Nutricionalmente, tienen la capacidad de fijarse a
receptores de la pared intestinal produciendo interferencia en la absorcion de
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nutrientes (Sathe y col 1985). Son consideradas proteinas de reserva del grano y

representan el 10% de la proteina total.

Las arcelinas pueden encontrarse en lineas que contienen faseolina y lectinas;
precipitan como proteinas G-2, aungque se ha reportado su presencia en albuminas y
globulinas . Poseen subunidades de 35 KD y 42 KD, dependiendo de la variedad. Su
composicién quimica se parece a las lectinas, aunque las arcelinas contienen mas
metionina, cisteina y residuos basicos de aminoacidos y residuos glucosilados

(Obsnorn y col 1988).

1) Calidad proteinica
Esta influenciada por el patron de aminoacidos y la digestibilidad asi como la
cantidad y calidad de otras proteinas consumidas. Presenta baja digestibilidad in vitro
debido a la presencia de inhibidores de proteasas, los complejos almidén-proteina,
las interacciones proteina-proteina y la presencia de fitatos y taninos (Bressani,
1975). La digestibilidad del frijol fresco oscila de 25 a 60%, pero el frijol cosido
presenta un digestibilidad de 65 a 80% dependiendo de la variedad y del método de

coccion utilizado.

b Carbohidratos

Los carbohidratos representan la principal fraccion de los granos de leguminosas,
varia entre 50-60% del peso en base seca. Los polisacaridos mas importantes en las
leguminosas son el almiddén (35-60%), siendo este el principal, los polisacaridos de la
pared celular o fibra cruda (3-10%) y los oligosacaridos de la familia de las rafinosas

(2-6%). Ademas de sustancias pépticas, xiloglucanos y arabigalactanos (Reddy y Col
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1984; Sathe y col 1985). El contenido de fibra dietaria varia de 14-19% del peso en
base seca, se ha reportado que tiene efectos benéficos en la reduccion del colesterol
en la sangre. La fibra dietaria consta de dos fracciones: soluble (pectinas,
hemicelulosa y otros polisacaridos) e insoluble (lignina, celulosa y alguna

hemicelulosas). (De Leo6n y col 1989).

c Lipidos

El contenido de lipidos del frijol varia de 1-3%. Los lipidos neutros se encuentran
en mayor proporcion (32-35%); los fosfolipidos son componentes importantes de la
membrana y representan el 28-34% de los lipidos en la semilla.. los acidos grasos
insaturados representan el 65-87% de los lipidos totales; oleico (7-12%), linoleico
(21-28) y linolénico (37-54%); entre los acidos grasos saturados el mas importante es
el palmitico (10-15%). El contenido de lipidos puede variar dependiendo los climas,
condiciones ambientales y el tipo de suelo (Paredes-Lopez y col 2006; Campos-Vega

y col 2010).

d Vitaminas y minerales

El frijol es fuente importante de vitaminas solubles, como tiamina (0.86 a 1.12
mg/100g), rivoflavina (0.136 a 0.266 mg/100g), niacina (1.16 a 2.68 mg/100g),
vitamina Bs (0,338 a 0.636 mg/100g) y acido folico (0.171 a 0.579 mg/100g). También
contiene una cantidad importante de minerales como Ca (0.09 a 0.2%), Fe (3.83 a
7.55 mg/100g), Zn (2.2 a 4.4 mg/100g), P (0.46%), K (1.54%), Mg (0.20%). (Sathe y

col 1985).
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e Fibradietaria total

Las semillas de las leguminosas presentan un contenido de fibra dietaria que
varia entre un 14-20%, por lo que se considera al frijol como una fuente importante
de fibra dietética en la alimentacion humana. La fibra se deriva de la testa, que se
compone de fibra insoluble (75-89%) y de las fracciones internas del grano, que se
componen de 4-6.5% de fibra insoluble y 7.5-9% de fibra dietaria soluble (Dalghetty y
Baik 2003). La pared celular del cotiledon contiene polisacéridos, sustancias
pépticas, celulosa y granulos de almidon. La cubierta de la semilla (fibra exterior)
contiene grandes cantidades de celulosa y pocas de hemicelulosa y pectinas
(Pfoertner y Fischer 2001). La fibra de leguminosas contiene polisacaridos Unicos,
incluyendo la hemicelulosa arabinoxilano y pectina xilogalacturona, que presentan

efectos prebiodticos (Rocha-Guzman y col 2006).

f Almidon resistente

La importancia de almidén resistente en alimentos procesados es de importancia
debido a sus efectos benéficos en la salud humana, debido a las propiedades para
reducir el cancer de colon y la obesidad. Kutos y col (2003) evaluaron el almidén
resistente en muestras el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) crudos sometidos a
distintos métodos de procesamiento y comprobaron que la cantidad encontrada fue
casi dos veces mayor en las muestras crudas en relacion a las muestras sometidas a
remojo y coccion. En otra investigacion, Tovar y Melito (1996), al estudiar el efecto
del tratamiento térmico en algunas variedades de frijoles crudos y cocidos

(convencional y en la alta presién), encontraron valores de almidon resistente tres a
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cinco veces mayor en las muestras cocidas principalmente por retrogradacion de

amilosa (Osoério-Diaz y col 2003)

4 Valor nutricional

El contenido nutricional del frijol puede llegar a tener 33% de proteina; sin
embargo, el nivel de digestibilidad de proteina (52 a 75%) y la relacion de eficiencia
proteinica (PER) (0.7-1.5) es menor comparado con la caseina, que es la proteina de
referencia (digestibilidad = 90.2%). EI PER mide la relaciébn que existe entre la
ganancia en peso Y la cantidad de proteina ingerida (Guzman-Maldonado y Paredes-
Lépez 1999). Las proteina del frijol presentan un contenido alto de lisina (6.4 - 7.6
g/100 g de proteina) y de fenilalanina mas tirosina (5.3-8.2 g/100 g de proteina) lo
gue satisface los requerimientos recomendados por la Organizacion para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO); sin embargo, el frijol es deficiente en los

aminoacidos metionina y cistina (Reyes-Moreno y Paredes-Lopez 1993).

5 Fitoquimicos del frijol

Las semillas de Phaseolus vulgaris contienen componentes bioactivos tales como
alcaloides, antocianinas, catequina, flavonoides, fasina , acido fitico, quercetina ,
saponinas, esteroides, taninos y terpenoides y los inhibidores de la tripsina. Ademas
de ser una buena fuente dietética. Las semillas de Phaseolus vulgaris tienen una
gama rica y diversa de compuestos bioactivos que imparten los posibles beneficios
de salud a través de actividades biol6gicas, tales como efecto antioxidante;
anticancerigeno, anti hipercolesterolémicos; actividades actividad antidiabética y
antihiperglicémicos. También se ha informado anteriormente que terpenoides, que
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son componentes bioactivos precisos responsables de la actividad antidiabética de

P. vulgaris semillas (Cuadro 4) (Lim 2012).

a Compuestos fendlicos en el frijol
Existe una gran variedad de compuestos fendlicos reportados en P. vulgaris lo cual
se debe a las variedades, condiciones de cultivo, almacenamiento y métodos de
extraccion y cuantificacion utilizados (Mujica y col 2009: Golam y col 2011)
estudiaron 29 variedades de frijol comun de diferentes colores y origenes.
Observaron que el contenido de antocianinas, polifenoles y la actividad antioxidantes

variaba ampliamente.

1) Flavonoides

Son los compuestos fendlicos primarios en el frijol integral y testa (Aparicio-
Fernandez y col 2005). El grupo de flavonoides de mayor distribuciéon en el frijol
incluyen proantocianidinas. Se ha reportado la presencia de antocianinas en frijol de
color negro y azul-violeta (Aparicio-Fernandez y col 2005; Lee y col 2008).
Recientemente diversas clases de frijol se diferencian por la presencia de 3
antocianinas (delfinidina, petunidina y alvidina) en frijoles negros; Kaempferol en
pintos (incluyendo Othello); y quercetina y Kaempferolen frijol rosa; los flavonoides

se detectaron en menor cantidad en frijol blanco (Heimier y col 2005).

2) Taninos
Se encuentran en mayor proporcion en la testa y en pocas proporciones en los

cotiledones; poseen pesos moleculares 500-5000 daltones, con grupos hidroxilo que.
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Cuadro 4. Fitoguimicos en granos de frijol comudn

Fitoquimicos Cotiledones Testa
Catequina (mg/mg de proteina)?! 0.4
Saponinas (mg/mg de proteina)?! 0.4
Antocianinas (mg/mg de proteina)’3 0.01-0.03
Quercetina (mg/mg de proteina)* 0.03
Inhibidores de tripsinat 0.005
Inhibidores de a-amilasas UIA%/mg de
oroteina® 0.09-0.4
Acido fitico (%)23 0.5-1.6
Lectinas (UAHP/mg de proteina)? 8.57
Flavonoides (mgEC¢/g)%234 2-2.49
Taninos solubles (mg/g) 1234 8-27.9
Taninos insolubles (mg/g) 1234 1.5-5.4
Taninos totales (mg/g) 1234 10.7-30.9
Mondémeros de galocatina (mg/g)? 14.9-49.1
Mondémeros de afzelequina (mg/g)>? 1.51-32.8
Acidos fenolicos (mg/100g)3
p-Cumarico 1.7-17

Ferulico 9.4-26-6

Sin4pico 3.5-30.4

Totales 19.1-48-3
Lignanos (ug/100 g muestra bs)?

Secoisalariciresinol 70-85

Enterodiol 53-266

Enterlactona 173-864

Totales 223-1956

10cho-Anin y col, 2010; ?Diaz y col, 2010; *Campos-Vega y col, 2010; “Xu y Chang, 2007
aUlA: unidad inhibitoria de alfa amilasa definida como la disminucion en un 50% de la
actividad de la enzima a 37°C/5min después de adicionar almidén al 1%; PUAH=Unidades
de actividad hemaglutinante; , “cEC=Equivalentes de catequina
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forman redes estables con proteinas. Los taninos han sido divididos en taninos
hidrolizables y condensables. Los taninos interactian con las proteinasformando
taninos-proteinas y provocando la inactivacion de enzimas digestivas e insolubilidad
de las proteinas. De acuerdo a Aparicio-Fernandez y col (2005) las harinas de
cotiledones y testas de frijol crudo sin tratamiento contienen 13.7+1.2 y 222.41+16mg
de taninos condensados equivalentes de catequinal/g, respectivamente. Diaz y col
(2010) obtuvieron en un estudio que el promedio general de taninos condensados en
la testa del frijol comun eran del 20.4%. Estos compuestos contienen catequina

(60.3%), galocatequina (25%) y afzelequina (14.7%) como unidades monomericas.

Existen variaciones en los contenidos de taninos de acuerdo a la variedad del
frijol. Los taninos son metabolitos secundarios por lo que su presencia se ve afectado
por las condiciones ambientales (Naczk y Shahidi 2006). Se cree que los
tratamientos de coccién reducen el contenido de taninos después de someterse a
tratamiento térmico. De acuerdo a Aparicio-Fernandez y col (2005), los taninos se
reducen un 70% después de la coccion del frijol por 2.5 h a temperatura de

ebullicion.

3) Isoflavonas

La isoflavonas son fitoestrogenos que pueden actuar como los estrogenos y
reducir las molestas de la menopausia. Las isoflavonas estdn presentes solo en
alimentos de origen vegetal, siendo las leguminosas, en especial la soya (Glycine

max) y en menor grado el frijol (Phaseolus vulgaris) fuentes de isoflavonas (Messina,
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1999). El caracter de alimentos funcionales de leguminosas esta fuertemente

marcado por la presencia de fitoquimicos (Franke y col 1994).

En su estructura general, las isoflavonas presentan dos los bencénicos
(identificados como anillos A y B) con grupos hidroxilos, cuyo nimero y ubicaciéon
varia. El anillo esta unido, en forma condensado, con un pirano. El anillo B se une al
de pirano en posicién 3, unién que define al compuesto como isoflavona. Son cuatro
las principales isoflavonas: genistin daidzin, genisteina y daidzeina. Las dos ultimas
son las que estan presentes en leguminosas, especialmente en soya (Glycine max) y

sus derivados y en Phaseolus vulgaris (Messina 1999).

Se le atribuidos beneficios a la salud a la isoflavonas por una ingesta apropiada
de leguminosas como parte de una dieta balanceada. En poblaciones que tienen alto
consumo de alimentos que contienen isoflavonas, se ha detectado una baja
incidencia de céncer, por su actividad antimutagenica y anticancerigena. Sin
embargo, se requieren mayores estudios epidemiolégicos para aclarar los
mecanismos celulares de accién de las isoflavonas y su incidencia en la prevencion
de enfermedades. Todas estas acciones beneficiosas atribuidas a los compuestos
fendlicos acenttan la importancia de las leguminosas como potenciales alimentos

funcionales (Sangronis y col 2002).

La fermentacién de leguminosas parece afectar la estructura de las isoflavonas.
Chiou y Chen (2001) determinaron que los contenidos de genisteina y daidzeina

aumentaban en soya cunado era remojadas en agua durante 4 h y que a su vez, el
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contenido de genistin y daidzin (isoflavonas glicosidadas) disminuia. EI mismo
comportamiento fue observado cuando las semillas fueron cocidas con vapor,
inoculadas con Aspergillus orizae e incubadas a 28°C por 3 dias. Los resultados
demostraron que las enzimas tipo B-glucosidasas provenientes de la soya como
de Aspergillus orizae hidrolizan las isoflavonas glicosidadas produciendo genisteina y
daidzeina. Duefas y col (2012) estudiaron el efecto de la fermentacién sélida de la
soya usando como inoculo Aspergillus oryzae, Rhizopus oryzae y de Bacillus subtilis
en compuestos fendlicos bioactivos. El proceso de fermentacion produjo cambios
importantes en los compuestos flavonoides, con una formacion significativa en el
contenido de agliconas de isoflavona tales como daidzeina, gliciteina y genisteina
como consecuencia de la actividad glucosidasa de los microorganismos en este

proceso.

b Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios de las plantas que existen en una
amplia variedad de leguminosas comestibles (Shi y col 2004). Estan presentes en
pequefas cantidades en el frijol comun, aproximadamente siete veces menor que en
comparacion con la soja. Estas son moléculas anfifilicas unidos a una aglicona
triterpenoides e hidratos de carbono unidos a través de enlaces éter y éster en uno o
mas sitios de glicosilacion. Se pueden dividir en los grupos A, B o E sobre la base de
las estructuras de agliconas. Saponinas A tienen grupos glicosilos unidos a las
posiciones C-3 y C-22 de la aglicona, mientras que los que pertenecen a los grupos

B y E estan glicosiladas s6lo en la posicion C-3. Grupo E saponinas contienen una
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cetona en C-22 en lugar del grupo hidroxilo que se encuentra en homdlogos que
pertenecen al grupo de las saponinas B. Los grupos B también existen en la planta
en forma de conjugados de 2,3-dihidro-2,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona (DDMP)
en C-22. Los conjugados DDMP son térmicamente labiles y pueden ser facilmente
degradados debido a su relativamente débil enlace covalente (Guajardo-Flores y col
2012). Las saponinas se han demostrado aumentar los esteroides fecales en el
hombre y en los animales experimentales y en algunos casos para reducir el
colesterol en plasma, probablemente como resultado de la union de &cidos biliares

(Yoshiki y col 1998).

En un estudio de Chavez-Santoscoy y col (2013) evaluaron el efecto de los
flavonoides y las saponinas del frijol negro (Phaseolus vulgaris L) en el control del
colesterol. Ellos encontraron una correlacion positiva en la inhibicién del colesterol
micelar soluble y su absorcién, relacionando al grupo B de las saponinas con la
fraccion con mayor inhibiciébn de colesterol micelar soluble. Demostrando que la
reduccion de colesterol depende mayormente de las saponinas conjugadas al grupo

C-22

¢ Factores antinutricionales del frijol comun

El &cido fitico obstaculiza la biodisponibilidad de los minerales (calcio, zinc, hierro
y magnesio) debido a su fuerte poder quelante, por estas razones, la
biodisponibilidad de otros minerales, como hierro, calcio y magnesio también puede

mejorar durante la fermentacion. El acido fitico se encuentra localizado en los
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cotiledones con escasa 0 nula presencia en testa, siendo la principal reserva de

fosforo, representa el 80% del mismo (Reddy y col 1984).

Los valores de acido fitico en los frijoles son de 0,6 a 2.7% en los cotiledones
(Campos-Vega y col 2010). La interaccion de acido fitico-proteina es uno de los
principales factores que merman el valor nutricional de estos (Knuckles y col, 1985).
Se sabe que el acido fitico inhibe enzimas como pepsina, a-amilasa y tripsina. El
acido fitico tiene propiedades quelantes ligando minerales y volviéndolos insolubles o
parcialmente disponibles, principalmente zinc y calcio (Maga, 1982). Las sales de
acido fitico (fitatos) han sido usadas en la reduccion de colesterol y otros lipidos

debido a su presencia en dietas altas en fibra (Campos-Vega y col 2010).

En las leguminosas los inhibidores de proteasa se encuentran en los cotiledones.
Son abundantes en cereales y leguminosas crudas, pero pueden ser inactivadas por
tratamientos hidrotermicos (Champ 2002), Iniesta-Gonzéalez y col (2005) evaluaron
16 variedades de frijol comun y encontraron que los frijoles de colores, negros y
rosados presentan valores altos de inhibidores de tripsina que variedades de colores
dorado o café, blanco y amarillo. El contenido de inhibidores de a-amilasas difiere
mucho entre las leguminosas, encontrando en frijoles secos la mayor concentracion

de inhibidores.

Se ha comprobado que los principales causantes de flatulencia en el frijol comun
son el almidon resistente, los oligosacaridos de la familia de la rafinosa y los
compuestos de la fibra. Las rafinosas no son digeribles y no se absorben debido a la

carencia de a-1-6-galactosidasa, siendo entonces utilizados y metabolizados por la
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microflora del intestino. Un estudio por Reddy y col (1984) sefialan que el contenido
de oligosacéridos varia de 2 a 6% en frijol. Estaquiosa fue el a-galactésidos
predominante en muestras de frijol. La rafinosa también estaba presente en
cantidades significativas, pero verbascosa, glucosa y fructosa no se detectaron en
las muestras. Las concentraciones observadas para la digestibilidad de la proteina y

factores antinutricionales, variaron significativa entre las variedades (Lim 2012).

6 Actividad antioxidante del frijol

Las actividades quimicas de polifenoles en términos de sus propiedades como
eliminadores de radicales libres (antioxidantes) es determina por su reactividad como
un agente donador de electrones, el destino del antioxidante que se rige por su
capacidad de estabilizar el electrbn no apareado, su reactividad con otros
antioxidantes y su potencial quelante. Los polifenoles poseen una estructura quimica
ideal para las actividad contra radicales libres, y han demostrado ser antioxidantes
mas eficaces in vitro que las vitaminas E y C sobre una base molar. Ademas, la
guelacién de metales, como el hierro y cobre, apoya el papel de los polifenoles como
antioxidantes preventivos en términos de inhibicibn de metal de transicidbn que

catalizada la formacién de radicales libres (Rice-Evans y col 1997).

Muchos documentos demuestran que algunos compuestos en el frijol tienen
capacidad antioxidante, tanto en estudios in vitro como in vivo, como vitamina C y E,
carotenoides, flavonoides y otros compuestos polifenélicos (Saura-Calixto y col
2007). Entre los polifendles con capacidad antioxidante destacan los flavonoides, los
acidos fendlicos (hidroxinamico, hidroxibenzéicos, cafeicos, clorogénicos), taninos,
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chalconas y curmarinas. Los cuales contribuyen a la fraccion polifendlica de una gran
diversidad de alimentos, incluyendo las leguminosas (Martinez-Flores y col 2002),
demostrando ademas, su gran potencial como antimutagénicos (Cardador-Martinez y

col 2002)

Los polifenoles contenidos en el frijol acttan como antioxidantes, los cuales
pueden tener efecto atrapando radicales libres que puedan dafiar moléculas. Los
compuestos fendlicos en la testa del frijol poseen actividad antioxidante,
antimutagenica (Aparicio-Fernandez y col 2006) y anticarcinégenicas. Los taninos,
compuestos de la familia de los polifenoles. Iniesta-Gonzales y col (2005),
demostraron, al evaluar cultivos de frijol comdn con testa de diferentes coloraciones,
gue existe una relacién directa entre el color de la testa y la concentraciéon de taninos
(3.5-115.4 mg/g en base seca) y que ésta a su vez, se relaciona con la actividad

antioxidante detectada en el material de estudio, siendo el frijol Flor de Mayo y pinto.

Por otro lado, las lectinas del frijol disminuyen el crecimiento de linfomas y
pueden ser utilizadas para el diagnostico como marcadores de tumores al identificar
células que se encuentran en etapas tempranas de diferenciacion de células
cancerigenas. El &cido fitico reduce el riesgo de contraer cancer, especialmente de
colon y seno (Goldschmidt 1997). Los oligosacaridos han sido sefialados como
importantes prebidticos que alteran favorablemente la flora intestinal del colon y se
han demostrado que limitan el crecimiento de bacterias dafiinas como Escherichia

coli, entre otras (Campos-Vaga y col 2010).
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Beninger y Hosfield (2003) evaluaron la capacidad de extractos metandlicos de
testa de frijol modificado genéticamente para inhibir la peroxidacion de lipidos. La
actividad antioxidante fue atribuida a los flavonoides, los cuales estaban
directamente relacionados con el color de testa. Juan y Chou (2010) avaluaron los
extractos metandlicos y etandlicos de frijol negro fermentado concluyendo que esta
aumento el contenido de antocianinas y flavonoides y, a su vez, la actividad

antioxidante, sin embargo, este vario con respecto a los extractos.

7 Propiedades nutracéuticas del frijol

Semillas de Phaseolus vulgaris tienen una gama rica y diversa de compuestos
bioactivos que confieren beneficios potenciales para la salud a través de actividades
biolégicas, tales como la mejora del efecto bifidogénico ( Queiroz-Monici y col 2005.);
Antioxidante (Heimler y col 2005.); Anticancerigeno (Hangen y Bennink 2002),
antihipercolesterolémico (Shutler y col 1989; Winham y Hutchins 2007), actividad
contra la diabetes e hiperglucemia (Carai y col 2009; Tormo y col 2004; Ocho-Anin y

col 2010).

a Antioxidante

Existen diversas investigaciones que han documentado que algunos compuestos
presentes en frijol comdn exhiben capacidades de inhibir o erradicar el dafio
provocado por la formacion de radicales libres tanto en lineas celulares in vivo como

in vitro, demostrando ademas, su gran potencial como agente antimutagénico.

Cardador-Martinez y col (2002) estudiaron el potencial antioxidante en el frijol

comun (Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo, testa de color roja) utilizando diferentes
38



métodos de extraccion; en extractos metandlicos, acetato de etilo/acetona y acetona,
utilizando modelos in vitro, el B-caroteno-limoleato y el 2,2-difenil-2-priacil-diazil
butanol (DPPH). La capacidad antioxidante de estas muestras se relacioné con el

contenido polifenoles de manera dependiente de la dosis.

b Efectos anticarcinogénicos y antimutagenicas

Varios investigadores (Guzman-Maldonado y Paredes-Lopez 1998; Iniestra-
Bastidas y col 2005; Xu y col 2007; Campos-Vega y col 2010) han reportado al frijol
comun como alimentos nutracéutico, por el papel que algunos de sus compuestos
(fendlicos, fibra dietaria, acidos grasos esenciales, etc.) tienen efectos benéficos a la
salud. Se ha reportado que las que las lectinas activan el sistema inmune mediante
la proliferaciéon de linfocitos (Lyu y col 2002) y que estimulan la diferenciacién de

células de cancer de colon (Jordinson y col 1999).

Oomah y col (2010) estudiaron la actividad biolégica de compuestos fendlicos
presentes en la testa de 4 cultivares de frijol; los compuestos bioactivos se extrajeron
con dos disolventes (acetona (70%) y agua). Se evaluaron actividades antioxidante y
antiinflamatoria en relacion con el contenido de fendlicos. La actividad
antiinflamatoria de la testa del frijol dependia del contenido fendlico y actividad
antioxidante; estos dos ultimos parametros fueron afectados significativamente por
los cultivos y métodos de extraccion utilizados, resultando ser la acetona el mejor

disolvente.
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c Antihipertensiva

Actividades antihipertensivos y antioxidantes se han encontrado previamente en
la proteina de frijol se concentra después de la digestién con varias preparaciones de
enzimas de calidad alimentaria. Torruco-Uco y col (2009) evaluaron la actividad
inhibitoria de ECA-I de hidrolizados de proteinas producidas por hidrdlisis enzimatica
con Alcalase y Flavourzyme individualmente, obteniendo valores de IC50 de 0.061 y
0.127 mg de proteina mL™%, respectivamente. Akillio glu y Karakaya (2009) evaluaron
la actividad inhibitoria ECA-l de extractos de proteinas de frijoles secos comunes.
Evaluaron los efectos de los diferentes periodos de tratamiento de calor y se
determinaron la estabilidad de la actividad inhibitoria de ECA-I. Sus resultados
revelaron que el tratamiento térmico aumenta la liberacion de péptidos de la inhibidor
ECA-I con valores de CI50 entre 0.78 y 0.83 mg de proteina mL?, que eran
resistentes a la digestién gastrointestinal in vitro. Hernandez-Alvarez y col (2013)
estudiaron los hidrolizados de los granos estropeados, estos presentaban actividad
inhibitoria ECA-I (IC50 0.0191 mg de proteina mL™) y eran muy similares a las de los

granos de control en cuanto a la inhibicion de la ECA-I.

d Propiedades antidiabéticas y antiobesidad

El frijol contiene inhibidores de amilasa conocidos, siendo la isoforma 1 de
inhibidores de a-amilasas (a-All) la que presenta mayor actividad y se utiliza para
evitar la obesidad y la diabetes (Obiro y col 2008). Existen reportes de que la ingesta
de los inhibidores de a-amilasas del frijol disminuye la hidrolisis del almidon

reduciendo la obesidad. Serrano y Goili (2004) reportaron que el frijol disminuye los
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niveles de glucosa sanguinea y la respuesta a insulina, atribuyéndolo al contenido de
carbohidratos complejos y compuestos fendlicos. Estudios han demostrado que
extractos acuosos de frijol son capases de reducir los niveles de glucosa sanguinea
en ratas normales y con diabetes. Esto puede ser atribuido al contenido de

fitoquimicos solubles (Luka y col 2013).

Los efectos hipoglucémicos del frijol se han atribuido al contenido de fibra.
Estudios realizados en harinas de frijol con contenido de fibra similares presentaron
efectos hipoglucémicos diferentes. Sin embargo, se observé un contenido diferente
de compuestos fendlicos. En un estudio en el que se le dio a ratas diabéticas un
extracto acuoso rico en compuestos fendlicos de vainas de Phaseolus vulgaris,
produjo un incremento en los niveles de insulina en el plasma. Los compuestos
fendlicos se han relacionado con la regeneracion de células B-pancreaticas
dafadas, ademas disminuyen las actividades de enzimas gluconeogenicas, las
cuales estan incrementadas en pacientes diabéticos (Reynoso-Camacho y col

2007).

F FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO (FES)

1 Generalidades

La fermentacion es un proceso antiguo de procesamiento en alimentos, la cual
implica el empleo de microorganismos, tales como bacterias, levaduras y hongos
filamentosos (mohos) para llevar a cabo transformaciones de la materia organica
catalizadas por enzimas (Bourdichon y col 2012). El proceso de fermentacién altera
la naturaleza de los alimentos de cinco formas diferentes: (1) Enriquece la dieta
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humana a través del desarrollo de una gran diversidad de sabores, aromas y texturas
en alimentos; (2) Preservacion de los alimentos por fermentacién acido lactica,
alcohdlica, acido acética, alcalina y fermentaciones altas en sal; (3) Enriquecimiento
de los alimentos con vitaminas, proteinas, aminoacidos esenciales y acidos grasos
esenciales; (4) Desintoxicacion de los alimentos por el proceso de fermentacion y (5)
la disminucion de tiempos de coccion y requerimientos energéticos (Steinkraus

2002).

La definicion de fermentacion en estado solido mas general y reciente plantea
“que consiste en el crecimiento microbiano y la formacion del producto en particulas
sélidas en el ausencia (o casi ausencia) de agua, sin embargo, el sustrato contiene la
suficiente humedad para permitir el crecimiento de microorganismos y el
metabolismo (Pandey 2003). Hongos, levaduras y bacterias se puede utilizar en los
procesos de FES, sin embargo, debido al bajo contenido de humedad en el medio de
fermentacion, los hongos filamentosos son los microorganismos mas usados con
gran potencial para producir compuestos bioactivos. Algunas ventajas de FES son: 1)
menor volumen de fermentacion; 2) esterilizacidbn mas barata; 3) aireacion facilitada;
4) menor costo al recuperar el producto o secarlo; 5) menor volumen de solventes
para extraer producto; 6) reduce o elimina los costos de tratamientos de efluentes; 7)

ambiente menos favorables para bacterias (Nigam y Pandey 2009).
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G TEMPE

1 Caracteristicas

El tempe es un producto de alto valor nutricional obtenido a partir de legumbres,
principalmente la soya, por fermentacion en estado soélido de semillas cocidas,
también se puede utilizar frijol. Usando como inoculo el hongo Rhizopus oligosporus.
Este produce gruesas micelas blancas, uniendo las semillas en forma de pastel
compacto que se puede rebanar. El tempe es un alimento tradicional de Indonesia
conocido en los paises occidentales como un producto sustituto de la carne en las
dietas vegetarianas, que se sirve ya sea como plato principal o como ingrediente de
ensaladas. Su popularidad en Europa del Este continla aumentando debido al
creciente interés en la multicultural cocina (Nout y Kiers 2005; Dinesh y col 2009;

Starzynska-Janiszewska y col 2014).

2 Sustrato

La soya es el sustrato mas comun y preferido para el tempe. Sin embargo, otros
sustratos como el frijol (Starzynska-Janiszewska y col 2014), frijol rojo (Chung y col
2002), cebada (Feng y col 2007), judias (Randhir y col 2007), maiz (Cuevas-
Rodriguez y col 2004) han sido usadas. Los sustratos tienen algo en comun: su
estructura molecular (Nigam y col 2009). La estructura macromolecular (celulosa,
almidén, pectinas, lignocelulosa, fibras, etc.) permiten que el sustrato adquiera
propiedades de un solido, generando una matriz inerte en donde se absorbe la
fuente de carbono y energia (azucares, lipidos, &cidos grasos y carbohidratos). En

general, el sustrato debe tener una gran area de superficie por unidad de volumen
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(10% a 10° m?/cm?3), a mayor area de superficie (menor tamafio) mayor rendimiento
del producto, favoreciendo el intercambio de gases (aire-humedad-diéxido de
carbono) y la transferencia de calor y masa. A un tamafio menor de 10° m?/cm? los
sustratos presentan poca porosidad que limita el crecimiento y utilizacién de
sustratos por efecto de compactacién que reduce el area de superficie efectiva

(Raimbault 1988).

3 Inoculo

La microflora del tempe tradicional es muy compleja, ya que es el resultado de la
fermentacion de una mezcla de cultivos mixtos de microorganismos, incluyendo
hongos, levaduras, bacterias acido lacticas y otras bacterias diferentes (Steinkraus
2002; Nout y Kiers 2005). Sin embargo los hongos filamentosos representan el
grupo mas utilizado en este tipo de fermentacion, debido a sus propiedades
fisiologicas, enzimaticas y bioquimicas. La facilidad de adaptacion de estos
microorganismos se debe principalmente al crecimiento de hifas, tolerancia a bajas
actividades de agua y condiciones de presion osmoética elevadas, lo que los vuelve
eficientes y competitivos para la bioconvercion de sustratos sélidos (Raimbault 1988).
El género de mayor importancia es Rhizopus spp con diferentes especies como R.

microsporus, R. oryzae y R. oligosporus (Nout y Kiers 2005).

a Rhizopus oligosporus

Rhizopus oligosporus pertenece al reino Fungi, phylum Zygmomycota, orden
mucorales, familia mucoraceae, genero Rhizopus. Algunas caracteristicas
morfologicas, como largo del rhozoide y esporanglospora, diametro del esporangio,
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forma de colmena, tamafo, forma y textura de la superficie de la esporangiospora
ayuda en la diferenciacion entre dichas especies (Larone 1995). Las hifas pueden o
no ser septadas (6-15 um en diametro), las esporangiosporas son de color café y no
presentan ramificacion, encontrdndose solas o formando racimos; los rhizoides se
localizan en el punto de unién entre estol6n y esporangiospora. El esporangio (40-
350 um en didmetro) se localiza en la punta de la esporangiospora unicelular, en

forma redonda u ovalada, la textura es suave a estriada (Larone 1995).

El crecimiento de hifas proporciona al hongo la capacidad de penetrar en la
mayoria de los sustratos solidos hasta 1 mm o 25% del cotiledén, manteniéndolos
unidos (Hutkins 2006); secretando de la punta de las hifas las enzimas hidroliticas

que penetran directamente en el sustrato (Raimbault 1988).

Estos hongos tienen la capacidad de crecer muy rapido a temperaturas
relativamente altas (37-45°C) y condiciones de humedad bajas (60-80%). El hongo
utiliza el oxigeno disponible y produce COg2, el cual inhibe el crecimiento de
microorganismos potencialmente contaminantes. Las variables de proceso que
afectan su desarrollo son el tratamiento previo y de tamafio de particula de sustratos,
medio de crecimiento, la esterilizacidén, contenido de humedad, actividad de agua
(Aw), la densidad del inoculo, temperatura, pH, agitacion y aireacion (Nigam y
Pandey 2009). Entre éstos, el contenido de humedad y Aw tiene un papel

importante. (Pérez-Guerra y col 2003).

La combinacion de pH relativamente bajos (5.3 a 4.5), agua no libre y

temperaturas altas permite a Rhizopus oligosporus desarrollarse rdpidamente; este
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penetra y une al sustrato dandole forma de pastel, originando una cohesion de los
granos enteros (Miszkiewicz y col 2003). Rhizopus oligosporus se considera un
microorganismo seguro (“GRAS” generally rocognized as safe), por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en ingles) de los Estados Unidos
de América. Ademas, la cepa Rhizopus a utilizar presenta cualidades, como
biosintesis vitaminas (vitamina B12, vitamina B6, riboflavina, tiamina, acido nicotinico

y nicotinamida) e inhibicion de produccion de aflatoxinas (Keuth y col 1993).

1) Actividad enzimatica

Los hongos filamentosos han recibido una gran atencién debido a su capacidad
en la produccién de enzimas termoestables de alto valor cientifico y comercial, tales
como amilasas, pectinasas, xilanasas, celulasas, quitinasas, proteasas, lipasas, -

galactosidasas y otros (Martins Y col 2002).

La presencia de factores antinutricionales (ej. Acido fitico) en los alimentos
fermentados disminuye la biodisponibilidad de minerales, solubilidad, funcionalidad y
digestibilidad de proteinas por la formacién de complejos (Reddy y col 1994).
Ademas también interactia con enzimas como: tripsina, pepsina, a-amilasas y B-
galactosidasas, como resultado una disminucion de su actividad. El proceso de FES
disminuye la concentracion de factores antinutricionales por la accion de fitasas en el
hongo, sin embargo ésta puede ser obstaculizada por valores de pH y la composicion

del sustrato (Eklund-Jonsson y col 2006).

Lipasas, es otra enzima sintetizada por R. oligosporus, responsable de hidrolizar

la tercera parte de los lipidos neutros durante el proceso de fermentacion. Entre las
46



enzimas relacionadas con la degradacion del almidon se encuentras: glucoamilasas,
a y B-amilasas, pululanasa e isoamulasa, siendo glucoamilasa y a-amilasas las mas

importantes en FES (Raimbault 1988).

4 Manufactura del tempe

El proceso involucrado en la produccion de tempe difiere en un amplio rango para
diferentes lugares y paises, asi como de otros factores (Steinkraus 1983; Nout y
Kiers 2005). Las principales operaciones del proceso que difieren de acuerdo al uso
de diferentes sustratos utilizados en fermentacion de tempe son la seleccion de
tratamientos Optimos previos, como descascarillado, tiempo de remojo y coccién

(Roubos-van den Hil 2010).

Los procesos generales de procesos generales de produccion y etapas para la
produccion de tempe son: (1) Limpieza, (2) Hidratacién y fermentacion lactica, (3)
Descascarillado, (4) Coccidon parcial, (5) Drenado/enfriado, (6) Inoculacion, (7)

Colocaciéon en contenedores e (8) Incubacion.

b Limpieza
Esta etapa es llevada a cabo para remover granos sucios, quebrados, dafados y

descompuestos, asi como toda materia extrafia presente.

¢ Remojo y fermentacion lactica
El remojo es un proceso en el cual los granos se remojan en exceso de agua por
12 o0 15 h a temperatura ambiente para facilitar la penetracion del micelio. Durante la

fermentacion acida bacteriana, el pH de los granos disminuye de 5.3 a 4.5. Esto no
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afecta el crecimiento de Rhizopus, pero previene el desarrollo de bacterias
indeseables que pueden deteriorar el tempe. Se ha documentado que el crecimiento
del hongo se mantiene estable en un pH superior a 3.5 y un poco mas lento cuando
el sustrato es acidificado mayor a ese valor de pH (Dinesh y col 2009). La
importancia de un pH bajo en el inicio de la fermentacion fangica fue reportado por
Ko (1985) que demostr6 que un pH < 5 inhibe el crecimiento de Pseudomonas
cocovenenans, microorganismo productor de una toxina letal en tempe bongrkrek, el

cual es elaborado de residuos de leche de coco.

d Descascarillado

Debido a que el hongo no puede crecer en el grano entero, el descascarillado es
esencial en la produccion del tempe. De esta manera el hongo es capaz de alcanzar
los nutrientes de los cotiledones. El descascarillado puede ser manual separando la

resta de los cotiledones facilitado por la hidratacién anterior o por abrasién mecanica.

e Coccion parcial
La coccion parcial es necesaria para destruir la contaminacion parcial de
bacterias que puedan interferir con la fermentacion, destruir factores antinutricionales
(inhibidores de tripsina, quimotripsina y fitatos) y liberar algunos de los nutrientes
necesarios para el crecimiento del hongo. El tiempo de coccion varia de 10 min a 3 h

a temperatura de ebullicion (Steinkraus y col 1965).

f Drenado/enfriado
Tradicionalmente, el agua de coccion es drenada y los cotiledones son

extendidos en bandejas de bambu, mallas de alambre o cestos perforados. El exceso
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de agua favorece el crecimiento de bacterias y deterioro del tempe; asi que, un
inapropiado drenado de los granos disminuye la vida de anaquel del producto

(Steinkraus y col 1965)

g Inoculacion

La fuente de inoculacion puede ser obtenida a través de: (1) Lote previo de
tempe, (2) Sepas puras de Rhizopus liofilizado o suspendido en agua. Para obtener
una fermentacion rapida y optima, Wang y col (1975) sugieren que inocular a con 1 X
10 © esporas a 100 g de sustrato cocido produce resultados satisfactorios. La
principal especie de hongos para elaborar tempe es Rhizopus oligosporus porque
presenta una fuerte actividad de lipasas y proteasas (Shurtleff y Aoyagi 2001). Sin
embargo, otras especies, como R. oryzae, R. Chinensis, R. arrhizus y R. stolinifer
también han sido utilizados en la produccion de tempe a partir de diferentes sustratos

(Steinkraus 1994).

h Contenedor de fermentacion

Tradicionalmente, los granos son empacados en hojas marchitas de platano
perforadas que permiten un suministro limitado de aire. Un contenedor es apropiado
mientras permita el paso de oxigeno suficiente para el crecimiento del hongo, pero no
demasiado que permita la esporulacién y oscurecimiento del micelio; la temperatura
puede ser controlada, el sustrato retiene la humedad durante la fermentacion, no
existe agua libre en contacto con el grano y la fermentaciéon ocurre en condiciones

higiénicas (Steinkraus 1994). Hoy en dia, bolsas de plastico, tubos flexibles o cajas
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de plastico duro con orificios de perforacién adecuada se utilizan para el crecimiento

del hongo (Roubos van den Hil 2010).

i Incubacion

Temperatura, tiempo de fermentacién y humedad relativa son tres factores que
inciden en el resultado de la fermentacion para la elaboracion del tempe. La
fermentacion puede llevarse a cabo a temperaturas de 25 a 37°C; sin embargo, el
tiempo requerido para llevarse a cabo la fermentacion disminuye cuando aumenta la
temperatura (Steinkraus 1983). Usmani y Noorani (1986) reportaron que una
humedad relativa optima de 60-65%. Se ha observado que a una humedad relativa >

75% se da una esporulacién indeseable del hongo.

Algunas investigaciones (Reyes-Bastidas y col 2010; Guzman-Uriarte y col 2013;
Abu-Salem y Abu-Arab 2011; Reyes-Moreno y col 2004; Angulo-Bejarano y col,
2008; Cuevas-Rodriguez y col 2004; 2006) han utilizado la FES para mejorar las
propiedades fisicoquimicas de harinas de cereales y leguminosas. Durante la
produccion de tempe se incrementa la absorcion de agua de las harinas producidas y
la dispersabilidad, alcanzando valores cercanos al 100%. Esto permite al tempe ser
utilizado en alimentos hechos de pasta. Sin embargo, durante la produccion del
tempe disminuye la solubilidad de la harina, relacionado con los procesos de coccién

gue ocasionan la desnaturalizacion proteinica.

H CAMBIOS QUIMICOS DURANTE LA PRODUCCION DE TEMPE
Durante la fermentacion de los granos ocurren cambios quimicos y bioquimicos

gue mejoran la calidad nutricional y sensorial del tempe. Durante la FES el micelio de
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Rhizopus spp penetra dentro de varias capas de células (25% de profundidad) donde
secreta enzimas hidroliticas, invade el material intercelular y puede llegar a
solubilizarse por la actividad de sus enzimas extracelulares (Nout y Rombouts,
1990). Rhizopus oligosporus produce poca actividad de pectinasa pero produce una
gran actividad de poligalacturonasa (Cuadro 5) (Whitaker 1978). Produce una
variedad de lipasas, proteasas y carboxilasas que transforman macromoléculas a
sustancias de peso molecular mas bajo, solubilizando proteinas; generando cambios

en vitaminas, fitoquimicos y antioxidantes (Astuti 2000; Nout y Kier 2005).

1 Proteinas y calidad nutricional
Se ha visto que durante la fermentacion existe un incremento en el contenido de
proteina en el tempe con respecto al grano sin procesar (Hutkins 2006). Este
incremento se ha reportado en cereales (Cuevas-Rodriguez y col 2004; Taylor 2012)
como leguminosas (Angulo-Bejarano y col 2008). Lyimo (2000) trabajo FES con R.
oligosporus a 37°C por 24-30 h, usando sorgo mezclado con mani bambara, sésamo,
caupi, gandul, frijol, judias, soya o cacahuete y observé un ligero incremento en el
contenido de proteinas, fibra dietaria y cenizas, a su vez un incremento la
digestibilidad de la proteina. Sparriga y Owens (1999) evaluaron la proteina durante
la fermentacion de tempe a partir de soya. La cantidad de proteina hidrolizada a 48 h
represento el 25% de la proteina inicial, de la cual se sugiere que aproximadamente
65% permanecio en tempe en forma de amino&cidos y péptidos, 25% se destind a la

produccion de biomasa del hongo y 10% se oxidaron.
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Cuadro 5. Efecto de la fermentacion de leguminosas sobre composicién quimica

Composicién quimica Frijol comln?? Garbanzo3456

(% bs) Crudo Tempe Crudo Tempe
Proteina cruda 23.06-25.36  28.06-29.54 20.9-24.63  26.1-28.85
Proteina Verdadera 19.61 214 19.7 25.7
Lipidos 1.64 1.01 79.2 33.69
Cenizas 4.47 2.56 5.71-6.1 2.6-2.84
Carbohidratos 70.83 68.37 2.98 -3.3 2.0-2.10
Almidon resistente 241 5.55 64.6 - 69.8 64.53-69.3
Fibra dietaria soluble 4.74 13.32 49.2 48.4
Fibra dietaria insoluble 11.3 22.51 7.6
Fibra dietaria total 16.02 35.83

Acidos grasos (% aceite)

Linolenico 63.4 59.36
Palmitio 8.33 9.66
Estearico 28.2 30.82

'Reyes-Bastidas y col (2010); ?Guzman-Uriarte y col (2013); 3Abu-Salem y Abou-
Arab (2011); “Reyes-Moreno y col (2004); >Angulo-Bejarano y col (2008); ®Reyes-
Moreno y col (2000b)
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2 Carbohidratos

Los carbohidratos de la mayoria de las leguminosas son polisacaridos de la
pared celular, fructosa, rafinosa y estaquiosa. Los azucares pequefos (fructosa,
rafinosa y estaquiosa) se eliminan con el remojo, coccion y fermentacion (Egountley
y Aworth 2003). Los polisacéaridos insolubles de la pares (pectinas, celulosa y
hemicelulosa) son parcialmente degradados por las enzimas del hongos;

aumentando su solubilidad en agua (Kiers y col 2000).

Las principales carboxilasas del R. oligosporus son poligaracturonasas,
celulasas, xilasas y arabinasas (Sarrette y col 1992). Egounlety y Aworh (2003)
evaluaron el efecto del remojo, descascarillado, coccién en la penetracion de R.
oligosporus y la concentracion de oligosacaridos en la elaboracion de tempe a partir
de soya, cowpea y groundbean, reportando perdidas de sucrosa, rafinosa y
estaquiosa durante estos pretratamientos. Sin embargo, los contenidos de galactosa,
glucosa, fructosa y maltosa incrementa durante las primeras horas de fermentacion
(30 y 36 h); observando que estos pretratamientos son efectivos en la reducciéon de

compuestos indeseables causantes de flatulencia.

3 Lipidos

R. oligosporus posee una fuerte actividad lipolitica, hidrolizando la tercera parte
de los lipidos neutros durante el tercer dia de fermentacién, por la liberacién de
lipasas en las primeras etapas de la fermentacién. Los acidos grasos libres que son
liberados son acido palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolenico, ademas el
contenido de lipidos del sustrato se reduce ya que son usados por R. oligosporus
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para su metabolismo, el acido linoleico es utilizado por el hongo hasta en un 40%
(Wagenknecht y col 1961). Ruiz-Teran y Owens (1996) han reportado que durante la
fase de crecimiento del micelio (0-32 h) la masa total seca disminuye
aproximadamente 10% (p/p) por la pérdida de grasa cruda (3%), proteina (0.5%) y
otros compuestos (6.5%), siendo los acidos grasos la principal fuente de energia y

los aminoéacidos como fuente menor.

Wiesel y col. (1997) elaboraron tempe de soya con mezclas de R. oligosporus y
R. oryzae asi como con Citrobacter freundii y Brevibacterium epidermidis. Las
condiciones de incubacion fueron 30°C durante 24 h. Reportaron que R. oligosporus
y R. oryzae tienen una fuerte actividad lipolitica. Reyes-Moreno y col. (2004) y
Reyes-Bastidas y col. (2010), elaboraron tempe a partir de garbanzo y frijol
reportando una disminucién en lipidos debido a la oxidacion y utilizacién de las

grasas como fuente de energia.

4 Vitaminas

Keuth y Bisping (1993; 1994) estudiaron la formacion de vitaminas hidrosolubles
(vitamina B12, vitamina B6, riboflavina, tiamina, acido nicotinico y nicotinamida)
durante la FES de tempe de soya. Se verificaron el efecto de varias cepas de
Rhizopus oligosporus, R. arrhizus y R. stolonifer y el papel de varias bacterias en el
proceso de formacion de la vitamina. Las cepas de Rhizopus forman riboflavina,
acido nicotinico, nicotinamida y vitamina B6. Las concentraciones finales de estas

sustancias dependian de las diferentes cepas implicadas y en el tiempo de
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fermentacion. Los aislamientos de R. oligosporus eran generalmente los mejores

formadores de la vitamina.

Fernandez-Orozco y col (2007) estudiaron el efecto de la FES y la fermentacion
liquida con Aspergillus oryzae, Rhizopus oryzae, Bacillus subtilis y Lactobacillus
plantarum en harina de soya, en el cual la FES provoco un fuerte aumento de o, By
y-tocoferoles, mientras que para a-tocoferol se observé una reducciones. Como
consecuencia la actividad de la vitamina E aumenté significativamente. Sin embargo,
cuando se llevd a cabo el proceso en el fermentador liquida, a-tocoferol sufrié una
drastica reduccién, B y y-tocoferol disminuyd ligeramente, pero &-tocoferol
aumentaron considerablemente.

Arcot y col (2002) evaluaron los efectos del proceso de elaboracion de tempe de
soya con el contenido de folato. Reportando que el remojo, coccion y lixiviacion
causan una pérdida significativa de vitaminas, siendo la lixiviacion la etapa que mas
perdida origina: ademas de encontrar un alto contenido de folato en el aguade
remojo y coccion.

5 Minerales

Van der Riet y col (1987) fermentaron soya con R. oligosorus, por 24,48y 72 hy
reportaron que las concentracion de calcio, fésforo, hierro, cobre, zinc, magnesio y
manganeso tienden a incrementarse con el tiempo de fermentacién. Ademas, reduce
la concentracion de &acido fitico aumentando la biodisponibilidad de los minerales
(calcio, zinc, hierro y magnesio). Pretratamientos de remojo, descascarillado y

coccion en frijol de origen africano o garbanzo disminuyé el contenido de K, Ca, Na,
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Mg, Cu, Fe y Zn. Tal vez por la eliminacion de la testa y la lixiviacién de minerales.

(Azeke y col 2005; Abu-Selem y Abou-Arab 2011).

6 Fibradietaria total

En un estudio realizado por Sanchez-Magafa y col (2014) sobre FES en frijol
demostraron que tanto la fibra dietaria soluble, insoluble y total aumentaban después
de la fermentacion a por 108 h. El incremento fue de 4.74% a 13.32%, 11.30% a
22.51% y 28.02% a 39.17% respectivamente. Estos cambios pueden atribuirse a la
lixiviacion de compuestos durante el remojo y coccion y por el crecimiento del hongo,
gue se acomparfia del consumo de carbohidratos y lipidos como fuente de energia y

el desarrollo de un micelio rico en fibra.

7 Almiddn resistente (AR)

Sanchez-Magafa y col (2014) estudio el efecto de la FES en frijol sobre el
contenido de almidon resistente demuestran un incremento después de la
fermentacion (Hendrich 2010). De igual forma, Angulo-Bejarano y col (2008)
evaluaron el efecto de la FES en garbanzo encontrando un comportamiento similar al
incrementar el contenido de AR de 19 a 76 g/kg en garbanzo crudo y fermentado
respectivamente. El efecto de las etapas previas al proceso como remojo, coccion y
el efecto de la temperatura permiten la formacion de enlaces de hidrégeno entre las
cadenas moleculares dentro del granulo de almidén. Uno de los efectos del almidén
resistente es la capacidad de reducir el indice glucémico e insulinémico, obesidad,

diabetes y enfermedades cardiovasculares (Hasjim y Jane 2009).
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| EFECTO DE FES SOBRE EL VALOR NUTRICIONAL DEL SUSTRATO

1 Perfil de aminoé&cidos

Stillings y Hackler (2007) observaron un incremento en el contenido de
aminoacidos libres y nitrogeno conforme el tiempo de fermentacién se incrementa.
Segun Fung y Crozier-Dodson (2008) existe un incremento en la calidad de
aminoacidos libres de 1 a 85 veces en tempe de soya con respecto a soya cruda, en
la elaboracién de tempe con R. oligosporus. Sin embargo, el contenido de
aminoacidos global puede disminuir por un 30% después de 48 h de fermentacion.
Esto indica que el hongo libera aminoacidos durante la fermentacion y digiere
aminoacidos aumentando el nitrégeno soluble. Existen reportes de un incremento de
aminoacidos como lisina, metionina y triptéfano durante la fermentacion de tempe.
Otros autores demostraron una disminucién de aminoacidos durante las primeras 24

h de fermentacion y durante los largos periodos de procesamiento.

2 Digestibilidad

La digestibilidad de cereales y leguminosas aumenta durante la fermentacién y
coccion debido a la liberacion de enzimas proteoliticas (Kiers y col 2000). La coccion
mejora la digestibilidad in vitro de soya y frijol de 37 a 45% y 15 a 41%,
respectivamente. La fermentacion realiza un pre-digestién de los macronutrientes del
sustrato. Lyimo (2000) reporté un comportamiento parecido al elaborar tempe a partir
de sorgo mesclado con leguminosas (garbanzo y frijol comun) utilizando como

inoculo R. oligosporus, con condiciones de 30°C por 24 y 30 h, encontrando que la
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digestibilidad proteica in vitro aumento de 10 a 14%, la calificacibn quimica de

aminoacidos de 62 a 69% Yy la energia aportada por proteina de 14 a 16%.

En otros estudios in vivo realizados con ratas y cerdos recién nacidos mostraron
mejoras en crecimientos, ganancia de peso Yy eficiencia proteica cuando se
alimentaron con tempe de soya y frijol en comparacién con controles sin fermentar

(Nout y Rombouts 1990).

3 Valor biolégico de las proteinas

El valor nutricional o calidad de los distintos tipos de proteinas difiere de acuerdo
a la composicion de aminoacidos, relacion de aminoacidos esenciales,
susceptibilidad a hidrolisis durante la digestion, fuente y efecto de procesamiento
(Cuadro 6) (Friedman 1996). La evaluacion de la proteina comprende: analisis de
nitrégeno, lisina disponible, perfil de aminoacidos, indice de aminoacidos esenciales
(IAAE), digestibilidad in vitro, relacion de eficiencia proteica (PER), relacion de
eficiencia proteica calculada (C-PER), digestibilidad verdadera, valor bioldgico,
relacion neta de proteina (NPR) y digestibilidad proteica corregida por perfil de

aminoacidos (PDCAAS) (Friedman, 1996).

Wang y col. (1968) evaluaron tempe (en ratas) elaborado a partir de trigo y soya
fermentada con R. oligosporus a 31°C/24 h'y encontraron que el proceso no cambia
la composicion de aminoacidos esenciales, pero la relacion de eficiencia proteica

(PER) de las proteinas de trigo tenia una mayor biodisponibilidad.
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Cuadro 6. Efecto de la fermentacion de leguminosas sobre valor nutricional

Parametro Frijol comun? Garbanzo?34 Soya® AAE 2-5
Crudo Tempe Crudo Tempe Afios

AAE (g/100g

proteina)

His 2.45 2.62 2.43 2.54 24 24 1.9
lle 3.09 3.33 3.19 3.56 49 49 2.8
Leu 7.21 7.18 7.14 7.22 79 6.6 6.6
Lys 6.52 6.31 6.39 6.09 6.5 5.8 5.8
Met+Cys 2.28 2.51 2.18 2.59 27 25 2.5
Phe+Tyr 8.55 9.39 8.8 9.87 9 8.7 6.3
Tre 3.52 3.78 3.46 3.85 3.8 3.9 3.04
Trp 1.23 1.14 1.1 1.06 085 0.95 1.1
Val 3.53 3.69 3.54 3.76 52 5.2 3.5
Total 38.38 39.97 38.23 40.5 33.9
Limitante Met+Cys Met+Cys  Trp Trp  Trp
Calificacion quimica 91 100 0.87 0.96

Digestibilidad

proteica 69.25 75.14 66.19 82.54

In vitro (%) 72.2 83.2

!Reyes-Bastidas y col (2010); 2Abu-Salem y Abou-Arab (2011); *Reyes-Moreno y col
(2004); “Angulo-Bejarano y col (2008); °*Smith y col (1964)

NPR=Utilizacién neta de la proteina, C-PER=Relacién de eficiencia proteinica calculada,
PDCAAS=Digestibilidad proteinica corregida por la calificacion de aminoéacidos
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Cuevas-Rodriguez y col, (2004) estudiaron el efecto FES sobre las propiedades
nutricionales de maiz de calidad proteica, encontrando que la fermentacion mejora la
digestibilidad in vivo, PER, C-PER, NPR y PDCAAS. Resultados similares fueron
reportados en tempe de garbanzo (Angulo-Bejarano y col, 2008) y tempe de frijol
(Reyes-Bastidas y col, 2010). Estos cambios se pueden explicar por la eliminacion de
factores antinutricionales (ej. Hidrolisis de acido fitico durante la fermentacion) y a la
desnaturalizacion de las proteinas durante la etapa de coccion, haciendo a la

proteinas mas vulnerables a la accidén enzimética.

4 Factores antinutricionales

Debido a las propiedades quelantes, sobre los iones calcio, magnesio, hierro,
zinc y fosforo, del acido fitico causa indisponibilidad de los metales. La enzima fitasa
cataliza la hidrolisis del acido fitico, a fosforo inorganico y esteres fosforicos de
mioinositol, en algunos casos mioinositol libre. Los microorganismo que producen
dicha enzima estan: Aspergillus ficcum, Aspergillus carbonarius, Aspergillus oryzae y

Rhizopus ssp. (Mugula 1992; Al-Asheh y Duvnjak 1994).

Cuevas-Rodriguez y col (2004), Reyes-Moreno y col (2004), Angulo-Benjarad
(2005) y Verdugo-Montoya (2006) reportaron resultados el efecto de Rhizopus
Oligosporus en maiz de calidad proteinica (MCP) y garbanzo para la produccion de
tempe. Ellos reportaron una disminucion en los niveles de acido fitico como resultado

del proceso de FES

Los taninos son reducidos antes del proceso de fermentacion debido a si

localizacion en la testa. Sin embargo, una vez llevado a cabo la fermentacion, existe
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un incremento en la concentracion de taninos debido a la actividad del

microorganismo (Lin y col 2006).

Las lectinas por ser moléculas de proteina son labiles al calor y pueden ser
desnaturalizadas durante el proceso de fermentacion. La etapa de coccién durante la
elaboracion de tempe favorece la eliminacion de estos compuestos (Reddy y Pierson

1994).

Los oligosacaridos pertenecientes a la familia de la rafinosa causan flatulencias
en el organismo y son poco hidrolizados debido a la carencia de la enzima a-
galactosidasa. Se ha reportado que son facilmente eliminados durante la produccion
de tempe, principalmente en la etapa de remojo, debido a que estos compuestos son
solubles en agua. Ademas la actividad enzimatica de Rhizopus ssp, permite la

degradacion de los mismos (Nowak y Szebiotko 1992).

J EFECTO DE FES SOBRE PERFILES DE FITOQUIMICOS

Los factores antinutricionales termolébiles como inhibidores de tripsina lixiviados
o inactivados durante remojo, coccion e hidrolisis enzimatica microbiana mejorando
localidad nutricional de los productos fermentados (Reyes-Moreno y col 2000;
Cuevas-Rodrigues y col 2004; Reyes-Bastidas y col 2010) (Cuadro 7). La enzima
fitasa cataliza la hidrolisis de acido fitico, a fosforo inorganico y esteres fosforicos de
mionositol o miositol libre. Entre los microorganismos productores de estas enzimas
se encuentra: Aspergillus spp y Rhizopus spp (Wang y col 1980; Al-Asheh y Duvnjak
1994). Egountley y Aworth (2003) reportaron disminucion de acido fitico en tempe de

soya, cowpea y groundbean como resultados de la fermentacion con R. oligospoeus.
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Cuadro 7. Efecto de la fermentacion de leguminosas sobre fitoquimicos

Fitoquimicos Frijol coman Garbanzo Soya negra

Cruda Tempe Cruda Tempe Cruda Tempe

Fendlicos totales (mg/100g) 192.3 431.33  269.38 86.64 17.75 23.43
Fendlicos libres (mg/100g) 35.91 190.47

Fendlicos ligados (mg/100g) 156.46 240.86

Taninos mg EC/g 4.63 1.24

Inhib. de tripsina (mgTI/G) 3.02 3.37 10.96 1.12

Acido fitico (mg/g) 6.83 2.85 7.98-10.8 1.1-2.30

Flavonoides (mg/100g) 4.85 6.33

Oligosacaridos (mg kg ms)

Rafinosa 963.9 69.4

Estaquiosa 5869.4 916.1

Verbascosa 560.2 1515

Isoflavonas (mg/100q) 17.4
Agliconas totales 6.8

Daizina 0.58
Glizitina 0.66
Genisteina 85.8

Isoflavonas Totales 103.2

Juan y Chou 2010; Starzynska-Janiszewska 2012
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Los taninos se concentran principalmente en las cascarillas. El proceso de
produccion de tempe generalmente disminuye el nivel de taninos debido a
descascarado, remojo y coccion de semillas durante la preparacion del sustrato. Sin
embargo, una vez llevado a cabo la fermentacién, se ha reportado un incremento de
taninos debido a la actividad del microorganismo (Randhir y col 2004; Lin y col 2006;
Starzynska-Janiszewska y col 2014). Los oligosacaridos pertenecientes a la familia
de las rafinosas (rafinosa, estaquiosa y verbasosa) son eliminados en las etapas de
remojo ya que estos compuestos son solubles en agua. Ademas que la actividad
enzimatica de Rhizopus spp perite la degradacion de los mismos (Nowak y
Szebiotko, 1992). Diversas investigaciones se ha realizado en la la liberacion de
fenoles totales y flavonoides en soya negra (Juan y Chou 2010), judias (Reena y
Kalidas 2007), otras leguminosas (Oboh y col 2009) y cereales (Dordevic y col 2010;
Salar y col 2012). La enzima fungica B-glucosidasa (glucohidrolasa B-D-glucésido)
cataliza la hidrdlisis de enlaces glicosidicos en alquilo y arilo B-D-glucésidos, asi
como glucésidos que contienen Unicamente residuos de carbohidratos (Vattem y
Shetty 2003). Esta enzima ha sido descrita como capaz de hidrolizar glucésidos

fendlicos para liberar acidos fendlicos libres.

Juan y Chou (2010) estudiaron el efecto de FES en soya negra, demostrando
gue la fermentacion aumenta el contenido fendlicos totales, antiocianinas y
flavonoides. Chaiyasut y col (2010) estudiaron el efecto de la duracion de la
fermentacion sobre el contenido de isoflavonas y la actividad antioxidante y soya

fermentada encontrando que las agliconas de isoflavonas se incrementan con la
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duracion de la fermentacion, mientras que las gliconas disminuyen. Gran cantidad de
isoflavonas se pierden por lixiviacion durante el remojo, descascarillado y coccién.
Mientras que la fermentacion no genera grandes cambios en el contenido de

isoflavonas en soya.

K EFECTO DE LA FES SOBRE PROPIEDADES NUTRACEUTICAS DE LOS
SUSTRATOS

Los alimentos fermentados han despertado el interés sobre sus capacidades
antioxidantes tales como fendlicos, asi como sus propiedades nutracéuticas y efectos
benéficos a la salud (Cuadro 8). Se la ha atribuido a productos fermentados a partir
de cereales y leguminosas, como el tempe, propiedades nutracéuticas como
antidiarreico, antidiabético, antihipertensivo, principalmente. La FES se ha empleado
para incrementar el contenido de compuestos fendlicos en ciertos productos
alimenticios, aumentando asi su actividad antioxidante (Lee y col 2008; Juan y Chou
2010; Salar y col 2012). Por ejemplo, los frijoles negros son bien conocidos por su

alto valor nutritivo que contiene isoflavonas, carotenoides y antocianinas.

1 Capacidad antioxidante

Amadou y col (2009) llevaron a cabo una revision de los métodos de extraccion
de compuestos bioactivos antioxidantes en alimentos de soya fermentada,
encontrando que los extractos acuosos o etandlicos al 70% son adecuados para
tempe de soya, debido a su polaridad, permiten la extraccion de una mayor cantidad
de polifenoles. Se ha reportado que la FES aumenta la actividad antioxidante en los
ultimos afios.
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Cuadro 8. Efecto de la FES sobre propiedades nutracéuticas de los sustratos

Propiedad Valor

Antihipertensiva (Inhibicion ECA)

Soya cruda(extracto acuoso)? 94.96%

Soya fermentada 6 dias R. oligosporus (extracto acuoso)’ 95.55%

Soya cruda(ICso)’ 5.3 mg/MI

Tempe de soya(ICso)” 0.51 mg/mL

Hidrolizado con enzimas digestivas de frijol comun crudo (ICso)® 79.22 pg/mL

I(-Iliéjrc;liszado con enzimas digestivas de frijol comun fermentado 108 h 0.0117 pg/mL
50

Antidiabética (indice de inhibicion de a-amilasa)

Soya cruda(extracto acuoso)? 1.99

Soya fermentada 6 dias R. oligosporus (extracto acuoso)’ 2.08

Frijol Africano* 65%

Frijol Africano fermentado 4 dias con alto contenido de fendlicos* 80%

Frijol Africano fermentado 12 dias (rompimiento de compuestos 65%

fenolicos)*

Antidiabética (Indice de inhibicion de a-glucosidasa)

Soya cruda(extracto acuoso)? 1

Soya fermentada 6 dias R. oligosporus (extracto acuoso)'’ 1.1

Hipocolesterolémico y antilipémico

Colesterol LDLcol en ratas antes y después del tratamiento

(mg/dL)

Okara? 20.6-23.9

Tempe de okara? 18.7-14.0
Colesterol HDL en ratas antes y después del tratamiento (mg/dL)

Okara? 84.3-77.8

Tempe de Okara? 87.2-81.8

Mezcla de tempe, harina, lecitina, aceites vegetales y fibra’ Aumento en 24% de pacientes
TGL en ratas antes y después del tratamiento (mg/dL)

Okara? 141 - 140

Tempe de okara? 144 — 148

Efecto antimutagénico sobre S. typhimurium (%de inhibicion) S. tyg_ﬁl%térlum S. typ{_wArgélrlum
Concentracion de extractos metanoélicos soya negra Nitrog BenP Nitrog BenP
5 mg/plato 41 63 58 44
2.5 mg/plato 23 55 o4 30
1.25 mg/plato 11 29 45 23
0.625 mg/plato 2 5 28 9
Concentracion de extractos metandlicos tempe de soya negraé

5 mg/plato 82 85 74 64
2.5 mg/plato 61 65 56 42
1.25 mg/plato 48 40 35 25
0.625 mg/plato 32 21 28 6

!Lukito (2001); ?McCue y col (2005); 3Sulchan y Rukmi (2007); “Rhandir y col (2004);
SGuzman-Uriarte y col (2013); ‘"Takenaka (2011); Hung col (2007); Gibbs y col (2004)
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La FES sobre estos granos para preparar tempe utilizando con diferentes hongos
filamentosos (en particular Aspergillus sp. Y Rhizopus sp.) incrementd las
propiedades antioxidantes de los granos, lo que podria estar relacionado para el

aumento de fenol y antocianina contenidos (Lee y col 2008).

La mayoria de las investigaciones se centran en soya, con escasos reportes
implementando FES en otros sustratos. Esaki y col (1996) reportaron la capacidad
antioxidante de tempe de soya inoculado con R. Oligosporus IFO 32002, observaron
una mayor estabilidad de lipidos comparado con la soya no fermentada, debido a la
presencia del acido 3-hidroxiantranilico (HAA). Reportando que dicho antioxidante
solo se encuentra en soya durante la fermentacion con R. Oligosporus y no se

encuentra en soya cruda.

Bhanja y col (2009) estudiaron el efecto de dos hongos filamentosos diferente
(Aspergillus oryzae y Aspergillus awamori) utilizados en FES en trigo, concluyendo
que era muy eficaz para la mejora de contenido fendlico y las propiedades
antioxidantes. En este estudio, los granos de trigo fermentados fueron considerados
como antioxidante rico y suplementos alimenticios mas saludables en comparacion

con los granos de trigo no fermentados.

2 Propiedades antidiabéticas

Se sabe que compuestos con propiedades inhibitorias de a-amilasa y la a -
glucosidasa tienen varios efectos beneficiosos a la salud, evitando la hidrolisis de
hidratos de carbono (Cheplick y col 2010). Maiti y Majuamdar (2012) investigaron el

efecto de FES en soya utilizando R. Oligosporus, mejorando el contenido de
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fendlicos contribuyendo a una inhibicion de a-amilasa, permitiendo controlar y hasta
prevenir complicaciones a largo plazo de hiperglicemia y diabetes mellitus. Randhir y
col (2007) estudiaron el enriquecimiento de fendlicos en frijol mungo después de la
FES con Rhizopus Oligosporus. Demostrando que la fermentacion es una buena
estrategia para mejorar el contenido fendlico del frijol mungo para una mayor
funcionalidad con la mejora de la actividad antioxidante obteniendo la inhibicién de
a-amilasa durante los primeros 2 dias, también observaron que la actividad inhibitoria
fue aumentando a partir de los 12 dias de fermentacion relacionada con el
incremento de fendlicos. McCue y col 2005 optimizaron el proceso de FES para la
obtencién de extractos solubles y aumentar el contenido de fendlico por Rhizopus
Oligosporus para la actividad inhibitoria de a-amilasa y a-glucosidasa. Observaron
gue todos los extractos de soja poseian actividad anti-amilasa, ligera actividad anti-

glucosidasa.

3 Propiedades anticancerigena

La L-glutaminasa es una enzima que cataliza la desamidacion de L-glutamina al
acido L-glutdmico y amoniaco teniendo efecto antileucémico. La L-glutamina sirve
como precursor metabdlico para la sintesis de nucleétidos y proteinas de las células
tumorales (Roberts y col 1979; Tapiero y col 2002). Ashraf y EI-Sayed (2008)
estudiaron la FES para la produccién de L-glutaminasa a partir de fibra de trigo,
residuos de nuez, cascara de arroz, harina de soja, torta de aceite de sésamo,
residuos de semillas de algodoén y residuos industriales de lentejas usan Trichoderma

koningii como inoculo encontrando que la fibra de trigo fue el mejor sustrato para la
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obtencién de L-glutaminasa (12.1 U/mg de proteina). Por otro lado, Yang y col (2013)
estudiaron la FES para mejorar alin mas la produccién de compuestos funcionales y
las actividades correspondientes de avena, trigo, trigo y cebada. La incubacion de las
células cultivadas con 150 ppm de extracto de avena cultivada con Antrodia
cinnamomea durante 24 h redujo en gran medida la viabilidad de las células MCF-7
de cancer de mama y células de carcinoma hepatocelular HepG2 a 29% y 76%,

mientras que los fibroblastos 3T3 normales eran casi independiente.

4 Propiedades antihipertensivas

En los ultimos afios, la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) mostrada por la fermentacién de leguminosas como soya (Wang
y Gonzalez de Mejia 2005), garbanzo (Medina-Godoy y col 2012), chicharo (Meisel y
col 2006) y frijol (Torruco-Uco y col 2009; Valdez-Ortiz y col 2012), han recibido gran

atencion por su potencial en los tratamientos de hipertension arterial (HTA).

Sin embargo, existe poca informacion sobre actividad antihipertensivo de granos
bioprocesados. Algunos investigadores (Gibbs y col, 2004) han reportado que la
fermentacion de soya capacidad antihipertensiva de biopeptidos, en modelos in vitro
e in vivo, relacionado con la accion hidrolitica de las enzimas secretadas por el

hongo.
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Il JUSTIFICACION

El frijol comdn es una buena fuente de nutrimentos; y su consumo se ha asociado
con un menor riesgo de padecer enfermedades crénico degenerativas. Estos efectos
se deben a fitoquimicos presentes en el grano. La FES es un bioproceso que mejora
las caracteristicas nutricionales y nutracéuticas que poseen las leguminosas. Se
pretende elaborar una harina a partir de frijol comun bioprocesado por FES con
potencial antioxidante e hipoglucémico altos, la cual podria ser utilizada para la
elaboracion y/o formulacion de alimentos funcionales como una alternativa para el

tratamiento de diabetes y otras enfermedades cronico degenerativas.
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IV HIPOTESIS
Si se utilizan condiciones 6ptimas del bioproceso de FES, se puede obtener

harina de frijol bioprocesado con potenciales antioxidante e hipoglucemiante altos.
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V OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL
Encontrar la mejor combinacion de temperatura y tiempo de fermentacion en
estado solido para obtener una harina de frijol bioprocesado con potenciales

antioxidante e hipoglucémico altos.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Optimizar el bioproceso FES de frijol comun para obtener una harina de frijol
comun bioprocesado optimizada (HFCBO) con potenciales antioxidante e

hipoglucémico altos.

2. Aplicar la mejor combinacion de temperatura y tiempo de FES para obtener

HFCBO.

3. Conocer la composicién quimica y propiedades fisicoquimicas de la HFCBO.

4. Conocer la actividad antioxidante (AAox) y el contenido de compuestos

fendlicos totales (CFT) de la HFCBO.

5. Conocer el potencial hipoglucémico de la HFCBO.
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VI MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utiliz6 frijol (Phaseolus vulgaris L) variedad Azufrado de Higuera como
material de estudio, una vez obtenido el material se limpi6é y almacend en recipientes
de plasticos, cerrados herméticamente, a 8-10°C hasta su uso. El microorganismo

gue se utilizé fue Rhizopus Oligosporus NRRL 270.

B METODOS

1 Caracteristicas fisicas

a Dimensiones

La determinacion se realiz6 a 25 granos seleccionados al azar, utilizando un

vernier. La medicion se aplicé por triplicado.

b Peso de 100/1000 granos
Se determiné el peso de 100 granos/1000 granos seleccionados al azar en una
balanza OHAUS (Mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co., EUA). La determinacion se

hiso por triplicado.

¢ Peso hectolitrico
Se determind utilizando un recipiente de acero inoxidable de 1 L de capacidad, los
resultados obtenidos se reportaron como kg/hL. Se reportd el promedio de diez

repeticiones.
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d Calibre

Se midié contando el numero de granos en 30 g de muestra. Se utilizé una
balanza OHAUS (Mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co., EUA). Se reportd el
promedio de cinco repeticiones.

2 Composicién quimica

a Proteinacruda

Se usé el método de microkjendahl de la AOAC (1999) para determinar el
nitrogeno. Se digirid 0.2 g de muestra, con 5 mL de acido sulfirico y mescla reactiva
de selenio a 200°C. Se diluyo la muestra con 10 mL de agua y se realizo la
destilacion de la muestra con disoluciones de NaOH al 40% (p/v) y &cido borico al
4% como indicador. Para la titulacion se us6 una disolucién de HCI 0.1N y se calculé

el contenido de proteina multiplicando el contenido de nitrdgeno total por 6.25.

b Lipidos
Se le extrajo a un gramo de muestra en un equipo soxhlet por 4 h a 70°C con éter

de petrdleo y se cuantifico segun la técnica 35.25 de la AOAC (1999).

¢ Cenizas
Se determin6é con la técnica 32.10 de la AOAC (1999). Se incineraron dos
gramos de muestra a 500°C por 3 h y se calcula por diferencia de peso inicial entre

final.

d Carbohidratos

Se calculo por diferencia, tomando en cuenta los lipidos, grasas y cenizas.
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e Fibradietaria total

La determinacién de fibra dietética se realizé siguiendo la metodologia de la
AOAC (1999) 985.29. Un gramo de muestra desgrasada se le agregaron a 50 mL de
solucion reguladora de fosfato (pH 6) a cada muestra y se gelatinizé con 100 uL de
a-amilasa y se calentaran a 95°C por 15 min, posteriormente se hizo una digestion
enzimatica con 100 puL de solucién de proteasa (5 mg) a 60°C por 30 min, luego se
ajusto el pH (4-4.6) y se agregd 100 uL amiloglucosidasa a 60°C por 30 min para
remover la proteina y almidén. Se precipité la fibra adicionando cuatro volimenes de
etanol. El residuo total se filtrd, lavd con etanol al 78%, etanol al 95% y acetona.
Posteriormente el residuo se secé a 70 °C por 12 h, para luego ser pesado. Se
determiné el contenido de proteina y cenizas de la muestra. La fibra dietética total

(FDT) ser&igual a:

Peso del residus — P — 4
FDT = X 100
Peso de la muestra

Dénde: peso del residuo = promedio de los pesos (mg) para el duplicado de
muestras; P y A = pesos (mg) de proteina y ceniza respectivamente en el primero y
segundo residuo de las muestras; peso de la muestra = promedio de peso (mg) de

las 2 muestras tomadas

3 Propiedades fisicoquimicas
a Actividad de agua (aw)
Para determinar la humedad se utiliz6 un equipo marca aqualab mod CX’

(Decangon Devices Inc, Pullman, WA, EUA).
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b Diferencia de color (AE)
El color se determind con un colorimetro. La determinacion de color se basa en el
efecto triestimulo, donde “L” mide brillantez y varia de 100 para un blanco perfecto y

0 para negro. Las dimensiones de cromaticidad son dadas por los parametros “a” y
“b”. El valor positivo de “a” esta asociado con el color rojo y el negativo con verde. El
valor positivo de “b” esta asociado con el color amarillo y el negativo con azul. La

diferencia de color se calcula con la ecuacion:
AE = [(AL)? + (Aa)? + (Ab)?]Y?

Dénde: AE = diferencia total de color entre el estandar y la muestra; AL. Aay Ab =

” [{Pp}]

diferencia absoluta entre los valores “L”, “a” y “b” del estandar y la muestra.

c pH
El pH de la harina se medié después de preparar una suspensiéon de 10 g de
harina y 100 mL de agua destilada a 25°C (AOAC 1999). Preparada la suspension se

introdujo el electrodo para medir pH.

d Indice de absorcion de agua (IAA)

Se utiliz6 el método descrito por Anderson y col (1969).Una muestra de harina de
2.5 g se suspendioé en 30 mL de agua a 30°C en un tubo para centrifuga de 50 mL
previamente tarado; se someti6 a agitacion intermitentemente a una velocidad
moderada por 30 min. La suspension se sometio a centrifugacién a 3000 x g a 30°C
durante 10 min. El liquido sobrenadante se decant6 cuidadosamente en un recipiente

tarado para la determinacion de sélidos. El gel formado se pesé y se calculd el indice
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de absorcién de agua en base a ese peso, reportdndose como gramos de gel por
gramo de muestra seca. La prueba se realiz6 por triplicado.

e Indice de solubilidad en agua (ISA)

Se determin6 de acuerdo al método reportado por Anderson y col (1969). Este
parametro se evalud, pesando los solidos obtenidos después de evaporar en una
estufa el sobrenadante de las muestras donde previamente se determiné el indice de
absorcion de agua. El ISA se expresd como el porcentaje de sélidos secos en 2.5 g

de muestra. La prueba se realiz6 por triplicado.

f Indice de formacién (IFE) y estabilidad de espuma (EFE)

Se determiné de acuerdo a la metodologia propuesta por Chau y col (1997), a los
valores de pH de 2,7 y 10. Para ello, se realiz6 suspensiones acuosas de la muestra
al 1.5% (P/V), se agitaron las muestras con ayuda de un Ultraturrax a 2000 x g por 5
min y se medi6 la formacién de espuma a los 30 s, se expresé la capacidad de
formacion de espuma como el porcentaje de incremento del volumen de espuma a
los 30 s, mientras que el porcentaje de estabilidad de espuma se expresdé como el

volumen residual de espuma a los 30 min.

g Indice de actividad y estabilidad de emulsién (IAE, EAE)

La actividad de emulsion se determiné de acuerdo a la metodologia propuesta
por Chau y col (1997). Para ello, se realiz6 una suspension acuosa de 100 ml al 2%
(P/V) a diferentes valores de pH (2, 7 y 10), se homogenizé usando un Ultraturrax a
2000 x g, posteriormente, se agregé 100 ml de aceite de maiz y se homogenizara la
suspension por 1 min. La emulsion se centrifugo en tubos de 15 ml a 1200 x g por 5
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min y se medio el volumen de emulsion. La capacidad de emulsion se expresé como
el porcentaje de volumen de la capa entera del tubo en relacion a lo que
correspondi6 a la capa de emulsion. La estabilidad de emulsién se determinara de
acuerdo a Betancur-Ancona (2009), calentando las emulsiones a 80 °C por 30 min,
posteriormente, se llevdé a cabo un enfriamiento de las muestras a temperatura
ambiente y se centrifugardn de 1200 x g por 5 min. La estabilidad de emulsién se
expresé como el porcentaje de volumen original de emulsién en relacion al volumen

de emulsién final.

h Capacidad de absorcion de aceite (CAA)

Se determind utilizando la metodologia descrita por Lin y col (1974) y Ordorica-
Falomir (1991). Se tomaron 0.5 g de muestra de harina con 3 mL de aceite vegetal y
se colocaron en un tubo graduado para centrifuga, se agitd durante 1 min en vortex y
se dejaron reposar por 30 min. Luego se centrifugd a 1600 x g por 25 min. Se medio
el volumen de aceite libre. La cantidad de aceite absorbido se calculé restando el
volumen de aceite libre al volumen del aceite inicial y se expres6 como mL de aceite

absorbido/g de harina.

i Indice de dispersabilidad

Se determino de acuerdo a la técnica reportada por Mora-Escobedo y col (1994).
Una muestra de harina de 1 g se suspendi6é en un tubo conico graduado con 10 mL
de agua destilada. Las muestras se homogenizé en Ultraturrax (10,000 rpm x 5 min).

La separacion de las fases se midio después de 30 min de reposo.
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4 Actividad antioxidante (AAox) hidrofilica total

a Extracto de fitoquimicos libres

Se utilizé el procedimiento descrito por Adom y Liu (2002) para la obtencién de
los extractos libres. Los fitoquimicos libres se extrajeron de 0.5 g de muestra con 10
mL de etanol al 80% (v/v), se agitaron en un rotator (OVAN noria R, EUA, 2010) a
velocidad 25 por 10 min, se centrifugaron a 3,000xg/10°C durante 10 min. El
sobrenadante se concentré en un tubo cénico a 45°C a presién baja (Apud Vac
Concentrator, Thermo Elector Corporation) hasta un volumen de 2 mL, se almacené
a 4°C hasta su utilizacion en la determinacion de capacidad antioxidante. El
precipitado se guard6 para la obtencidon de los extractos fitoquimicos ligados, la
extraccion se realiz6 para las HMT y HGT correspondientes a cada uno de los
tratamientos derivados del disefio experimental.

b Extracto de fitoquimicos ligados

La extraccion de fitoquimicos libres se realizé de acuerdo al método de Adom y
Liu (2002). El precipitado se digiri6 con 10 mL de NaOH 2 M, se elimina el oxigeno
en presencia de N2 gaseoso y se sometié a tratamiento térmico, en bafio Maria a
95°C por 30 min. Luego se agito por 1 h a 25°C. La mezcla se neutralizé con 2 mL de
HCL concentrado, se agita por 2 min por 10 min luego se le agreg6é 10 ml de hexano
para remover lipidos, se centrifugd a 3000 x g a 10°C por 10 min y se extrajo el
hexano. Luego se le agregd 10 mL de acetato de etilo, se agitd por 2 min y se
centrifugd a 3000 x g a 10°C por 10 min luego se extrajo el acetato de etilo y se
evaporara hasta sequedad. Los compuestos que se extrajeron se concentraron hasta

sequedad y resuspendieron en metano.
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c ABTS para compuestos hidrofilicos

Este ensayo se realizé de acuerdo a lo descrito por Re y col (1999). La AAox se
determind a los extractos de compuestos fendlicos libres y ligados por el método del
acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotioazolin-6-sulfénico) (ABTS) para compuestos
hidrofilicos; procedimiento basado en la captacion por los antioxidantes del radical
catibon ABTS-+ generado en el medio de reaccion. El radical cation del ABTS posee
una coloracién verde-azulada con una longitud de onda de 734 nm. En este método
los antioxidantes se afiaden una vez el ABTS-+ se ha formado y se determina
entonces la disminucion de la absorbancia debida a la reduccion del radical, es decir
la decoloracion de este. El radical ABTS+ se obtuvo tras la reaccion de ABTS (7 mM)
con persulfato potasico (2.45 mM) incubados a temperatura ambiente (25°C) y
oscuridad durante 12-16 h. Después la solucion de ABTS+ se diluyé con agua
desionizada para obtener una solucion de trabajo de ABTS+. La reaccion entre la
solucién de trabajo de ABTS+ y muestras con diferentes concentraciones se iniciaron
y almacenaron (25°C) hasta que la reaccion fue completada. El radical ABTS+ sufrid
decoloracion debido a la reaccion con los antioxidantes. La disminucién de coloracion
se monitored en un Lector de Microplacas a 734 nm y se expresé como porcentaje
de inhibicion de ABTS, la cual fue comparada con una curva estandar de Trolox. Los
datos se expresaron como pmol equivalentes de Trolox (ET)/100 g de muestra seca.

Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

El contenido de compuestos fendlicos de los extractos libres y ligados se

determind utilizando el método colorimétrico descrito por Singleton y col. (1999).
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Alicuotas de 20 uL de cada extracto se oxidaron con 180 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU.). Después de 20 min, la
absorbancia del color azul resultante se midi6 a 750 nm utilizando un Lector de
Microplacas (Synergy™ , BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA). Se prepard una curva de
calibracion usando acido Galico (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) como
estandar. El contenido de CFT se calcul6 mediante la suma de compuestos
fendlicos presentes en extractos de fendlicos libres y ligados; se expresé en mg
equivalentes de 4cido gélico (EAG) por 100 g de muestra (bs, base seca). Todas las

determinaciones se hicieron por triplicado.

d ORAC para compuestos hidrofilicos

La capacidad antioxidante se determinara utilizando el método de capacidad de
absorbancia de radicales de oxigeno (oxygen radical absorbance capacity, ORAC),
desarrollado para compuestos hidrofilicos (Ou y col, 2001; Prior y col, 2005). 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 diclorofluorescina (DCF).
El grado de inhibicion de los antioxidantes (fitoquimicos) atrapa los radicales libres.
Se preparara la solucion generadora de radicales libres (2-2’-Azobis-aminopropano)
AAPH agregando 0.207 g del reactivo y se afora en un matraz de 5 mL. La
fluoresceina se prepara a una concentracion de 0.1 pM. A 25 yL de muestra se le
agrega 150 pL de fluoresceina y se mezcla agitando a 1200 rpm por 20 seg. La

reaccion inicia al agregar 25 yuL de AAPH. La fluorescencia se mide a 485 nm de
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excitacion y 583 nm de emision. La reaccién de los radicales peroxilo genera la

perdida de fluorescencia con el tiempo como se indica en la sig. Reaccion.

R-N=N-R >N2 +2ROO0O*

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

ROO* + AH - ROOH + A’

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- AUCno aox). Determinacion de la

actividad antioxidante. Los resultados se expresarén como micromoles (umol) Trolox

(TE) por 100 g de base seca (umol de TE/100 g, bs)

e Compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos de los extractos libres y ligados se
determind utilizando el método colorimétrico descrito por Singleton y col. (1999).
Alicuotas de 20 pL de cada extracto se oxidaron con 180 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU.). Después de 20 min, la
absorbancia del color azul resultante se midi6 a 750 nm utilizando un Lector de
Microplacas (Synergy™ , BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA). Se prepar6 una curva de
calibracion usando acido Galico (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) como
estandar. El contenido de CFT se calculé6 mediante la suma de compuestos
fendlicos presentes en extractos de fendlicos libres y ligados; se expresé en mg
equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de muestra (bs, base seca). Todas las

determinaciones se hicieron por triplicado.

81



5 Potencial hipoglucémico

a Indice de inhibicion de a-amilasas (IIAA)

La actividad a-amilasas se determinara en extractos no procesados Yy
fermentados de harina de frijol usando colorimetria del &acido 3,5-dinirosalicilico
(McCue y col 2005). Se preparara una solucion de a-amilasas a una concentracion
de 2U/mL en buffer de fosfatos de potasio pH 6.9 al 0.2mM con 6.7mM de NaCl.
300uL de muestra se mezclan con 300uL de enzima y se incuba a 37°C por 10 min,
luego se le agregara 500uL de solucion de almidén al 1% en buffer de fosfatos de
potasio pH 6.9 al 0.2mM con 6.7mM de NaCl. Luego de 5 min de incubacién a 37°C
se detiene la reaccion con 1 mL de acido dinitrosalicilico en bafio de agua hirviendo
por 10 min, se enfrié y diluyo a 10 mL con agua. Se le medié absorcién a 540 nm).
Los datos se reportaran como indice de inhibicion de a-amilasa (II1AA), que se
definieron como la relaciéon de la actividad de la a-amilasa del control (enzima solo) /
actividad de la enzimas en el extracto de la harina de frijol comun bioprocesado. Los
valores superiores a 1 indican una inhibicién de la a-amilasa. Se utilizé una curva de
acarbosa como control y se reportaron resultados como ug equivalentes de acarbosa

(EA) por 100 gramos de muestra.

b indice deinhibicién de a-glucosidasa (IIAG)

La inhibicién a-glucosidasa se midié segun la metodologia de Lépez-Angulo y col
(2014) con ligeras modificaciones. En una microplaca de 96 pocillos, se le agregaron
alicuotas de las muestras (50 mL) y mezclaron con 100 mL de la a -glucosidasa (0.5

U/mL) en buffer de fosfato (0.1 M, pH 6.9); la microplaca se incubé durante 10 min a
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37°C y se afiadid y 50 mL de p-nitrofenilo-glucopirandsido en buffer de fosfato (5
mM) a cada pocillo. Nuevamente, la microplaca se incub6 (37°C / 10 min) y se midi6
la absorbancia a 405 nm utilizando un Lector de Microplacas (Synergy™ , BioTek,
Inc., Winooski, VT, EUA). Los datos se reportaran como indice de inhibicion de a-
glucosidasa (IIAG), que se definieron como la relacién de la actividad de la a-
glucosidasa del control (enzima solo) / actividad de la enzimas en el extracto de la
harina de frijol comun bioprocesado. Los valores superiores a 1 indican una inhibicion
de la a-glucosidasa. Se utiliz6 una curva de acarbosa como control y se reportaron

resultados como pg equivalentes de acarbosa (EA) por 100 gramos de muestra.

6 Optimizacion proceso de fermentacion en estado sélido (FES)

a Metodologia de superficie de respuesta (MSR) y disefio experimental

Se aplicoé la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para determinar las
condiciones 6ptimas de las variables de proceso para la elaboracion de una harina
de frijol comun bioprocesado optimizada (HFCBO) con actividad antioxidante
(AAox), compuestos fendlicos totales (CFT) e indice de inhibicibn de a-amilasa
(IIAA) altos. Las condiciones del proceso [numero y variacion (niveles minimo y
maximo) de las variables] se obtuvieron de una revision previa de la literatura y de
ensayos preliminares. Las variables del proceso consideradas en este estudio
fueron temperatura (X1 = TF, 22°C-45°C) y tiempo de fermentacion (X2 = tF, 06-108
h). Las variables de respuesta seleccionadas fueron AAox, CFT y IIAA. Se utiliz6 un
disefio central compuesto rotable (DCCR) incluyendo 13 experimentos formados por

4 puntos factoriales, 4 axiales (A = 1.414) y 5 centrales. Valores codificados
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correspondientes a los valores reales de cada variable de proceso y DCCR se
muestran en el cuadro 9. Cada experimento individual se realizé en orden aleatorio.

b Obtencion de harinas de frijol coman bioprocesado (HFCB)

Se utilizé el procedimiento de Guzman-Uriarte y col (2013) y Sanchez-Magafa y

col (2014) con modificaciones.

1) Preparacién del sustrato

Como sustrato se utilizé frijol coman var azufrado higuera. Se usaran 200 g los
granos enteros se remojaran por 16 h en disolucion acuosa de acido acético glacial
(pH 3); relacion 1:3 (p/v). Después la testa se removié manualmente se secaron y
molieron para pasar a través de una malla 80, se embolsaron y almacenaron (4°C).
El remojo y descascarillado son pasos para acondicionar el grano para el hongo
permitiendo la penetracion de la enzima y el crecimiento del micelio adecuado. Los
cotiledones se sometieron a coccion a 90°C por 30 min, con relacién 1:3 (p/v). Se

drenaron y secaron superficialmente a temperatura ambiente.

2) Inoculo

Para la fermentacion se utilizé la cepa Rhizopus Oligosporus NRRL 2710. La
cepa liofilizada se propagd en agar de papa dextrosa, en tubos inclinados, a 35°C
hasta que el cultivo alcance la esporulacién adecuada. Los cultivos se guardaron en
refrigeracion 4°C hasta su uso. Para obtener la concentracion de esporas requerida
(1X108) se us6 el método de Mc Farland (Leptospira LABORATORY 1997), se
prepard la suspension y se les midi6 absorbancia para determinar el nimero de
esporas que se encuentran suspendidas.
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Cuadro 9. Diseilo central compuesto rotable mostrando los tratamientos
(combinacién de los niveles de las variables de proceso) utilizados para producir

harinas de frijol bioprocesado por fermentacion en estado solido.

Variable del proceso Variable de respuesta
Tratamiento Temperaturade Tiempo de AAo0X CFT
fermentaciéon fermentacion (umol (mg EAG/100 1IAA (bs)
(°C) (h) ET/100g, bs) g, bs)

1 41.63 93
2 33.5 57
3 335 6

4 22 57
5 25.37 93
6 335 108
7 45 57
8 335 57
9 33.5 57
10 33.5 57
11 41.63 21
12 33.5 57
13 25.37 21
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3) Fermentacion

Para realizar la fermentacién, se agregd la suspensién de esporas (1 X 10°
esporas/mL) a los cotiledones en una relaciéon 3 mL por cada 100 g de sustrato. La
muestra, una vez inoculada, se coloc6 en bolsas de polietileno de 15 X 25 cm con
perforaciones echas a 4 cm de distancia. Las condiciones de FES (13 tratamientos)
se derivaron de la aplicacion de un disefio de composicién central rotable con dos
factores [Temperatura de fermentaciéon (TF=22-45°C) / Tiempo de fermentacién
(tF=06-108 h)] y cinco niveles (Cuadro 9). El frijol bioprocesado se sec6 (50°C / 8 h),
se enfrié (25°C) y se molié. Las harinas de frijol bioprocesado, provenientes de cada
tratamiento, se mezclaron con sus correspondientes testas molturadas, se
empacaron y se mantuvieron a 4°C en recipientes bien cerrados hasta su uso. Una
vez obtenidas todas las harinas de frijol comin bioprocesado, con testas afiadidas,

se les evaludé AAox, CFT y IIAA.

c Actividad antioxidante, compuestos fendlicos totales e indice de
inhibicion de a-amilasa de la harina de frijol comun bioprocesada (HFCB)

1) Obtencion de los extractos

a) Extractos de fitoquimicos libres
Los extractos libres de las harinas elaboradas a partir de los granos

bioprocesados se obtuvieron por el procedimiento descrito en el apartado anterior.

b) Extractos de fitoquimicos ligados
Los extractos ligados de las harinas elaboradas a partir de los granos

bioprocesados se obtuvieron por el procedimiento descrito en el apartado anterior.
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2) ABTS para compuestos hidrofilicos
Para la evaluacion de la actividad antioxidante de la harina de frijol bioprocesado
optimizado se hizo por el método de ABTS siguiendo la metodologia previamente

descrita.

3) Compuestos fendlicos totales
Para la evaluaciéon de los compuestos fendlicos totales de la harina de frijol
bioprocesado optimizado se hizo siguiendo la metodologia de Folin-Ciocalteu

previamente descrita.

4) indice de inhibicién de a-amilasa (IIAA)
Para la evaluacion del indice de inhibicion de a-amilasa de la harina de frijol
bioprocesado optimizado se hizo por el método de siguiendo la metodologia

previamente descrita.

d Analisis de varianza y regresion

El andlisis de varianza y regresion se realiz6 a los valores experimentales
obtenidos para actividad antioxidante (AAox), contenido de compuestos fendlicos
totales (CFT) indice de inhibicién de a-amilasa (IIAA) de las harinas de HFCB de
acuerdo a un disefio experimental central compuesto rotable de la metodologia de
superficie de respuesta (MSR), con dos variables de proceso, seleccionado para este
estudio. Un modelo de regresion cuadratico se asumio para predecir las variables de
respuesta (Y). Se desarrollaron modelos de prediccion para cada una de las

variables de respuesta:
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Y= Bﬂ+ + Bixi—i_ BZXZ + B:I.ZX:LXZ + Biixi + Bzzxg

Donde: Y es el valor de la variable de respuesta predicha considerada (AAOX,
CFT o lIAA), X1y X2 son los valores de TF y tF, respectivamente, Bo es el valor del
intercepto, B1 Yy B2 son coeficientes lineales, B2 es el coeficiente de interaccion, Bi1y
B2 son coeficientes cuadraticos. Los términos no significativos (p > 0.1) se
eliminaron del polinomio de segundo orden y se recalculd un nuevo polinomio
obteniendo un modelo de prediccion para cada variable de respuesta (Myers 1971,
Khuri 1987). Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software de
Design Expert software Ver. 7.0.0. (2005).

e Optimizacién

Se aplicé el método de la funcibn de deseabilidad descrito por de la Vara y
Dominguez (2002) para encontrar la mejor combinacién de variables de proceso de
fermentacion [temperatura de fermentacién (TF)/tiempo de fermentacion (tF)] para
producir una harina funcional de frijol comin con AAox, CFT y IIAA altos. La
combinacion de las respuestas en una funcion de deseabilidad requiere el calculo de
la funcibn de deseabilidad de forma individualizada. EI método consistié en
seleccionar un punto de la zona experimental X = (X1, X2, X3) y predecir los valores
para cada variable de respuesta denominados Y1 (X), Y2 (X) y Y3 (X), a partir de los
modelos matematicas de prediccion correspondientes. Luego, cada Yi (X) se
transformé en un valor de deseabilidad individual [di (X)], que cayera en el intervalo
0-1 midiendo el grado deseabilidad de la respuesta en referencia al valor 6ptimo

determinado a ser alcanzado. En esta investigacion se pretendié que los valores de
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las variables de respuesta fueran lo mas altos posible, por lo tanto, la transformacion

matematica empleada para calcular d; fue:

0 5i Plx) <v,
PR S AC ) (R R T I

Vi - V.

1 5i ¥Fx) = v,

Una vez obtenidos los valores de di para cada variable de respuesta, estos se
emplearon para obtener un valor de deseabilidad global (D) aplicando la siguiente
ecuacion: [D=(d1 x d2 x ds)”]. El software seleccioné aleatoriamente una cantidad
suficiente de puntos experimentales (X) para calcular los valores correspondientes de
D en cada punto experimental seleccionado. Posteriormente, estos valores de D
fueron empleados para construir un grafico de deseabilidad global, en la cual la zona
roja represento los valores predichos maximos posibles de cada respuesta, de entre
los cuales se selecciond un valor 6ptimo con las condiciones de BES (TFy tF) que

dieron por resultado los valores de AAox,CFT e IIAA maximos posibles.

7 Propiedades de la harina de frijol comdn bioprocesado optimizada
(HFCBO)
a Composicion quimica
Se determiné la composicion quimica (Humedad, Proteina cruda, Grasa cruda,
Fibra dietaria total, cenizas y carbohidratos) a la harina de frijol comun bioprocesada

optimizada mediante los procedimientos descritos previamente.
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b Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas de la harina de frijol comdn bioprocesada
optimizada (pH, Color, Actividad acuosa, ISA, IAA, indice de absorcion de aceite,
formacion y estabilidad de espuma, actividad y estabilidad de emulsién e indice de
dispersabilidad) se determinaron de acuerdo a los procedimientos descritos
previamente.

c Actividad antioxidante

1) Extractos de fitoquimicos libres

Los extractos libres de las harinas elaboradas a partir de los granos
bioprocesados se obtuvieron por el procedimiento descrito en el apartado anterior.

2) Extractos de fitoquimicos ligados

Los extractos ligados de las harinas elaboradas a partir de los granos
bioprocesados se obtuvieron por el procedimiento descrito en el apartado anterior.

3) ABTS para compuestos hidrofilicos

Para la evaluacién de la actividad antioxidante de la harina de frijol bioprocesado
optimizado se hizo por el método de ABTS siguiendo la metodologia previamente

descrita.

4) ORAC para compuestos hidrofilicos
Para la evaluacion de la actividad antioxidante de la harina de frijol bioprocesado
optimizado se hizo por el método de ORAC siguiendo la metodologia previamente

descrita.
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d Compuestos fendlicos totales (CFT)
Para la evaluacién de los compuestos fendlicos totales de la harina de frijol
bioprocesado optimizado se hizo siguiendo la metodologia de Folin-Ciocalteu

previamente descrita.

e indice de inhibicion de a-amilasa (IIAA)

Para la evaluacién del indice de inhibicion de a-amilasa de la harina de frijol
bioprocesado optimizado se hizo por el método de siguiendo la metodologia
previamente descrita. Se utilizd una curva de acarbosa como control y se reportaron

resultados como pg equivalentes de acarbosa (EA) por 100 gramos de muestra.

f indice de inhibicién de a-glucosidasa (IIAG)

Para la evaluacién del indice de inhibicidon de a-glucosidasa de la harina de frijol
bioprocesado optimizado se hizo por el método de siguiendo la metodologia
previamente descrita. Se utilizd una curva de acarbosa como control y se reportaron

resultados como pg equivalentes de acarbosa (EA) por 100 gramos de muestra.

8 Analisis estadistico

Los resultados se sometieron a andlisis unidireccional de la varianza (ANOVA),
seguido por comparacion de la prueba de rango mdultiple de Duncan entre los medios
con un nivel de significancia de 0.05. Se utiliz6 un software estadistico para el

analisis y la evaluacion.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

A CARACTERISTICAS FISICAS DE LOS GRANOS DE FRIJOL COMUN VAR
AZUFRADO HIGURA

En el Cuadro 10 se muestran las caracteristicas fisicas de los granos de frijol
comun (Phaseolus vulgaris) var azufrado higuera.

Las dimensiones fisicas de los granos son indicadores de la calidad comercial,
manejo y almacenamiento de los mismos. El tamafio de los granos de frijol comdn
fue 13.41 mm de largo, 7.66 mm de ancho y 6.62 mm de grosor.

El peso de 100/1,000 granos es otra medida que indica el tamafio del grano de
frijol comun. El peso 100 granos en frijol comun fue de 48.4 g y el peso de 1,000 fue
de 481.95 g. El peso de hectolitrico es una medida indirecta de la densidad del
grano, es considerado un indicador de la calidad del grano y depende de su
acomodo en un espacio determinado. Demasiados espacios vacios resultaran en un
bajo peso hectolitrico. El peso hectolitrico de los granos de frijol coman fue de 82.53
Kg/hL. El calibre fue de 64.2 granos/ 30 g.

Las caracteristicas fisicas de los granos son indicadores de la calidad comercial,
manejo y almacenamiento de los mismos. Existe una correlacion entre las
caracteristicas de remojo y el tiempo de coccion de las semillas de leguminosas con

las caracteristicas fisicas del grano (Williams y col 1983).
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Cuadro 10. Caracteristicas fisicas de los granos de frijol comun

Caracteristica

Dimensiones fisicas (mm)

Largo 13.41 +£0.82
Ancho 7.66 + 0.46
Grosor 6.62 £ 0.41
Peso de 100 granos (Q) 48.4+£0.1
Peso hectolitrico (Kg/hL) 82.53 + 0.98
Calibre ( granos/30 g) 64.2 £ 1.87
% testa 7.38 £0.39
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B MEJORES CONDICIONES PARA LA PRODUCCION DE HARINA DE
FRIJOL COMUN BIOPROCESADA OPTIMIZADA (HFCBO)

El cuadro 11 muestra las diferentes combinaciones de variables del proceso de
fermentacion en estado soélido [Temperatura de fermentacion (TF) y tiempo de
fermentacion (tF)] utilizadas para la produccién de harina de frijol comun var azufrado
higuera bioprocesado y los valores experimentales de las variables de respuesta
[Actividad antioxidante (AAox), Compuestos fendlicos totales (CFT) e indice de
inhibicién de a-amilasa (IIAA)] obtenidas para cada combinacion.

1 Modelo de prediccion

A partir de los resultados experimentales de cada una de las variables de
respuesta, y de los tratamientos que los originaron (Cuadro 11), se desarrollaron
modelos de prediccion para cada una de ellas. A estos modelos de prediccién se les
probo su idoneidad y ajuste por analisis de varianza (ANOVA, Cuadro 12). Un buen
modelo de prediccién debe tener un R? ajustado (coeficiente de determinacién)
0.80, un nivel de significancia de p<0.1, coeficientes de variacion (CV) < 10%, y
prueba de falta de ajuste p> 0.05; todos estos parametros fueron usados para la

validez del modelado (Jahaniy col 2008; Myers y Montgomery 2002).

a Actividad antioxidante (AA0X)

La AAox de las harinas de frijol comun bioprocesado (HFCB) varié de 5,886
hasta 13,515 ymol ET / 100 g de muestra (bs). El analisis de varianza mostré que la
AAox dependio del término lineal de tiempo de fermentacion [tF, p <0.05)] y el

término cuadratico de temperatura de fermentacion TF [(TF)?, p <0,01), el término
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Cuadro 11. Disefio central compuesto rotable mostrando los tratamientos
(combinacion de los niveles de las variables de proceso) utilizados para producir
harinas de frijol bioprocesado por fermentacibn en estado sélido y resultados

experimentales para las variables de respuesta

Variable del proceso Variable de respuesta
Tratamiento Temperaturade Tiempo de AAOX CFT
fermentacion fermentacion (umol (mg EAG/100 HAA
(°C) (h) ET/100g, bs) g, bs)

1 41.63 93 10,078 219 6.25
2 33.5 57 8,350 193 5.28
3 33.5 6 5,997 143 5.18
4 22 57 5,886 137 491
5 25.37 93 11,066 237 6.29
6 335 108 13,515 259 7.37
7 45 57 6,363 149 5.15
8 33.5 57 8,783 182 5.79
9 33.5 57 9,897 201 531
10 33.5 57 10,441 211 5.09
11 41.63 21 6,106 150 4.74
12 33.5 57 8,503 179 5.19
13 25.37 21 5,965 135 4.46
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Cuadro 12. Coeficientes de regresion y analisis de varianza de los modelos experimentales de prediccion mostrando la
relacion entre las variables de respuesta (AAox, CFT, IIAA) y variables del proceso (TF, tF) para la produccion de

harinas de frijol comun bioprocesado (HFCB).

AAox CFT HAA
(umol ET/100 g, bs) (mg EAG/ 100g, hs)

Codificado Sin codificar Codificado Sin codificar Codificado Sin codificar

Coeficientes

Intercepto
Bo 9449.41 19646.70154 198.26 -258.26917 5.33 1.33996
Lineal
B1 -21.38NsS -1507.27915 1.69NS 23.10481 0.073Ns 0.21584
B2 2463.14* 68.30221 41.78* 1.15866 0.80* -0.014381
Cuadratico
B 1149019  -22.53595 -22.60* -0.34175 -0.20* -3.0(&)33?2)55
B2 NS NS NS NS 0.42* 3'2(133325
Interacciones
B2 NS NS NS NS NS NS
Pmodelo <0.0001 <0.0001 <0.0001
P falta de ajuste 0.7664 0.4600 0.7686
CcV 9.23 7.58 4.22
R2 0.9201 0.9093 0.9419
RZjustada 0.8934 0.8791 0.9128
RZpredicha 0.8454 0.7895 0.8575

* Nivel de significanciaa P< 0.10
NS No significativo
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lineal de temperatura de fermentacién no fue significativo [TF, p >0.1], pero no fue
eliminado del modelo para mejorar la significancia del mismo. Los modelos de

prediccion para la AAox fueron:

Usando valores codificados:
AAOX = 9449.41 - 21.38 (A) + 2463.14 (B) - 1490.19 (A)?
Usando variables originales:

AAox =-19646.70154 + 1507.27915 (TF) + 68.30221 (tF) - 22.53595 (TF)?

El modelos de prediccion explico el 92% (p<0.0001) de la variacion total en los

valores AAo0X; la falta de ajuste no fue significativa (p> 0.05).

La dispersién relativa de los puntos experimentales a partir de las predicciones
de los modelos (CV) fue de 9.23%. Estos valores indicaron que el modelo
experimental para AAox fue adecuado y reproducible. A partir de los modelos
matematicos de prediccion se construyeron graficos de contorno [Figura 4(A)] y de
superficie de respuesta [Figura 4(B)] en las cuales se observa el efecto de las

variables del proceso de fermentacién TF y tF sobre la AAoxX.

En los graficos se observa que a medida que incrementa la temperatura se ve un
incremento en la AAox hasta alcanzar las temperaturas centrales (33.5°C), a partir
de este punto se observa una caida en la AA0X, a su vez se observa que al pasar el

tiempo la respuesta incrementa observandose los valores mas altos de AAox
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[13,515 pmol ET / 100 g de muestra (bs)] a la temperatura central (TF = 33.5°C) y el
tiempo mas largo (tF=108h) de fermentacién, dicho valor fue significativamente
mayor que el valor observado en la harina de frijol coman crudo [5,214 umol ET /
100 g de muestra (bs)]. Diversos autores han reportado el efecto de la fermentaciéon
en granos sobre la AAox, tales como la soya (Chen-Tien y col 2009), el frijol negro
(Rochin-Medina y col 2015), cebada (Feng y col 2007), entre otros, observandose un

incremento significativo en esta respuesta.

El incremento de la AAox durante la fermentacién puede deberse a que el hongo
Rhizopus Oligosporus produce enzimas como lipasas, proteasas y enzimas
celuloliticas (B- glucosidasas, xilanasas, endoglucanasas) cuya actividad vy
concentracion incrementan con respecto al tiempo, las cuales podrian liberar
compuestos que responsables del incremento de dicha actividad (Bei-Zhong y col
2003; Miszkiewicz y col 2003). McCue y col en el 2003 y Cheng y col en el 2013
fermentaron soya y soya negra, respectivamente, observaron que durante la
fermentacion la actividad enzimatica (B-glucosidasa) y la actividad antioxidante
incrementaban, ellos concluyeron que el incremento de la AAox es debido a la
liberacion de compuestos con actividad antioxidante gracias a la actividad de dichas
enzimas.

b Compuestos fendlicos totales (CFT)

El contenido de CFT vari6 de 135 a 259 mg EAG / 100 g de muestra (bs). El
andlisis de varianza mostrd que los CFT dependieron del término lineal de tiempo de

fermentacion [tF, p <0.05)] y el término cuadratico de temperatura de fermentacion
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TF [(TF)? p <0,01), el término lineales de temperatura de fermentaciéon no fue
significativo [TF, p >0.1], pero no fue eliminado del modelo para mejorar la

significancia del mismo. Los modelos de prediccion para la CFT fueron:

Usando valores codificados:
CFT =198.26 + 1.69 (A) + 41.78 (B) - 22.60 (A)?
Usando variables originales:

CFT =-258.26917 + 23.10481 (TF) + 1.15866 (tF) - 0.34175 (TF)?

El modelo de prediccién explico el 90% (p<0.0001) de la variacion total en los
valores de CFT; la falta de ajuste no fue significativa (p> 0.05). La dispersion relativa
de los puntos experimentales a partir de las predicciones del modelo (CV) fue de
7.58%. Estos valores indicaron que el modelo experimenta para CFT fue adecuado y
reproducible. A partir de los modelos mateméticos de prediccion se construyeron
gréficos de contorno [Figura 5(A)] y de superficie de respuesta [Figura 5(B)] en las
cuales se observa el efecto de las variables del proceso de fermentacion TF y tF
sobre los CFT. La harina de frijol comun crudo tuvo concentracion de CFT=108 mg
GAE / 100 g de muestra (bs), los cuales fueron significativamente inferiores a al valor
maximo de CFT [259 mg GAE / 100 g de muestra (bs)] observados a la temperatura
central (TF = 33.5°C) y el tiempo mas largo (tF=108h) de fermentacion. Un
comportamiento similar fue reportado por Schmidt y col (2014) quienes evaluaron el

perfil de acidos fendlicos durante la fermentacion con Rhizopus oryzae
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en arroz integral, ellos reportaron un incremento en el contenido de acidos fendlicos

con respecto al tiempo.

Por otra parte, Cheng y col (2013) investigaron el efecto del tiempo de
fermentacion usando Rhizopus oligosporus en soya negra respecto al contenido de
isoflavonas en soya negra en el cual observaron que el contenido y perfil de
isoflavonas se incrementé con el tiempo, atribuyendo el incremento de los CFT a los
cambios metabdlicos durante la FES, principalmente a un aumento en la actividad de
las enzimas enddgenas durante la fermentacion de los alimentos, en especial la
enzima fungica PB-glucosidasa que cataliza la liberacion de agliconas lo cual

incremento6 el contenido de CFT.

A su vez, midieron la actividad la enzima B-glucosidasa producida por el hongo,
observando que a medida que pasa el tiempo la actividad de dicha enzima
incrementa. Estos compuestos fendlicos presentes en frijol, que poseen bioactividad
alta contra los radicales libres (actividad antioxidante), pudieron aumentar
significativamente durante la FES con R oligoporus, a través de un mecanismo
similar. Guzman-Uriarte y col (2013) y Sanchez-Magafa y col (2014) evaluaron el
contenido de CFT y la AAox con respecto al tiempo de fermentacion en frijol y
garbanzo respectivamente, observando un incremento de estas variables con
respecto al tiempo, a su vez, aplicaron analisis de regresién a los datos encontrando
una correlacion lineal positiva entre la AAox y el CFT con respecto al tiempo. Se
necesitan mas investigaciones para estudiar el efecto del proceso de FES con R.
oligosporus sobre el contenido de compuestos bioactivos especificos (flavonoides,
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acidos fendlicos) para conocer las posibles propiedades nutracéuticas y el potencial

antioxidante de la harina de frijol comun bioprocesado (HFCB).

¢ Indice de inhibicién de a-amilasa (11AA)

Los resultados de IIAA varié de 4.46 hasta 7.37 (bs). EIl andlisis de varianza
mostré que el IIAA dependioé del término lineal de tiempo de fermentacion [tF, p
<0.01)] y los términos cuadraticos de temperatura de fermentacion TF y tiempo de
fermentacion tF [(TF)? y (tF)?, p <0,01), el término lineales de temperatura de
fermentacion no fue significativo [TF, p >0.1], pero no fue eliminado del modelo para

mejorar la significancia del mismo. Los modelos de prediccion para la IIAA fueron:

Usando valores codificados:
[IAA =5.33+0.073 TF +0.80 tF -0.20(TF)?+0.42(tF)?
Usando variables originales:

[IAA =1.33996+0.21584TF-0.014381 tF-3.08825E-003 (TF)? + 3.21552E-004(tF)?

El modelo de prediccién explico el 94% (p<0.0001) de la variacién total en los
valores de IIAA; la falta de ajuste no fue significativa (p> 0.05). La dispersion relativa
de los puntos experimentales a partir de las predicciones del modelo (CV) fue de
4.22%. Estos valores indicaron que el modelo experimental para IIAA fue adecuado y
reproducible. A partir de los modelos matematicos de prediccion se construyeron
graficos de contorno [Figura 6(A)] y de superficie de respuesta [Figura 6(B)] en las
cuales se observa el efecto de las variables del proceso de fermentacion TF y tF

sobre los La harina de frijol comun crudo tuvo un I1AA=4.64 (bs), el cual fue
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significativamente inferior al valor maximo de IIAA [7.27 (bs)] observados a la

temperatura central (TF = 33.5°C) y el tiempo mas largo (tF=108h) de fermentacion.

Sanchez-Magafia y col (2014) fermentaron garbanzo con la cepa Rhizopus
oligosporus, ellos evaluaron el efecto inhibitorio de los extractos fendlicos de las
harinas de garbanzo fermentado con respecto al tiempo obteniendo los valores mas
altos en los tiempos mas largos del proceso. El efecto inhibitorio de los extractos de
frijol fermentado puede deberse a los compuestos fendlicos presentes en el grano de
frijol. Tadera y col (2006) determinaron la actividad inhibitoria de 6 diferentes grupos
de flavonoides observando que estos eran capaces de inhibir las enzimas a-amilasa

y a-glucosidasa.

Por otra parte, Mojica y col (2015) estudiaron 15 variedades de frijol, ellos
evaluaron el efecto inhibitorio de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa de los
extractos fendlicos de cada variedad observando que estos eran capaces de inhibir

la actividad de dichas enzimas.

2 Optimizaciéon

Los valores de deseabilidad individual para cada respuesta, asociados con este
valor de D maximo seleccionado fueron: daaox=0.92375, dcFr=0.98611,
diuaa=0.97666 (Figura 7). En la Figura 8(A) se muestra el grafico de deseabilidad
global (D), en la cual la zona roja represento los valores predichos maximos posibles
de D para cada respuesta (AAox, CFT, lIlIAA), de entre los cuales se seleccion6 un
valor 6ptimo (D=0.962) con las condiciones de FES (TF y tF) que dieron por

resultado los valores de AAox, CFT e IIAA maximos posibles. La mejor combinacion
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bioprocesado optimizado (HFCBO) con AAox, CFT e IIAA altos. TF= temperatura de fermentacion; tF= tiempo de
fermentacion
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Figura 8. Graficas de contornos (A) y superficie de respuesta (B) mostrando el efecto
de las variables de proceso de fermentacion TF y tF sobre la deseabilidad global de
las variables de respuesta (AAox, CFT y IIAA) empleada para la optimizacion del
proceso de fermentacion para la obtencién de harina de frijol comun bioprocesado
optimizado (HFCBO).
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de variables de proceso de fermentacion para la produccion de harina de frijol comun
bioprocesado optimizado (HFCBO) fue: TF=33.5°C/ tF =108 h [Figura 8(A)]. La D
obtenida en esta investigacion fue mayor que la considerada aceptable (0.6 <D <0.8)

de acuerdo con De la Vara 'y Dominguez (2002).

Los valores predichos de AAox, CFT e IIAA, aplicando la combinacion éptima de
variables de proceso en los modelos de prediccion, fueron de 12,933 umol ET/100 g
(bs) y 257.35 mg EAG/ 100g (bs) y un indice de inhibicion de 7.3, respectivamente.
Al utilizar la mejor combinacion (TF=33.5°C/ tF =108 h) [Figura 8(A)] [Figura (B)] de
variables de proceso para obtener experimentalmente HFCBO, realizando cinco
repeticiones, se obtuvieron valores similares a los predichos [AAox= 12,455-14,343
umol ET/100 g (bs), CFT= 244-266 mg EAG/ 100g (bs), IIAA= 6.692-8.873]. Los
valores experimentales promedio de las cinco replicas para AAox, CFT e lIAA
13,429 de HFCBO fueron 13,429 pmol ET/100 g (bs), 262 mg EAG/ 100g (bs) y

7.62, respectivamente.

C EFECTO DEL BIOPROCEDAMIENTO SOBRE COMPOSICION QUIMICA Y
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL FRIJOL COMUN

La composicién quimica, en base seca (bs), de la harina de frijol comun crudo
con respecto a proteinas, lipidos, minerales, fibra dietaria total (FDT) y carbohidratos
fue de 24.51%, 1.21%, 4.41%, 24.99% y 69.92%, respectivamente. La harina de
frijol comun bioprocesado optimizado (HFCBO) present6 contenidos, bs, de 32.8%,
1.36%, 2.99%, 34.75% y 63.27%, para proteinas, lipidos, minerales, FDT vy
carbohidratos, respectivamente (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Efecto del bioprocesamiento sobre composicion quimica y propiedades

fisicoquimicas de frijol comun

Propiedad HFC HFCBO
Composicion quimica (% bs)
Proteinas 24.51P 32.82
Minerales 4.412 2.99°
Carbohidratos 69.922 63.27°
Fibra dietaria
Insoluble 21.87° 24.452
Soluble 3.12b 10.302
Total 24.99P 34.752
Fisicoquimicas
Color
Valor Hunter L 89.622 79.36°
Diferencia total de color 9.03° 22.792
Actividad acuosa 0.542 0.60?2
pH 6.422 5.91°
indice de absorcion en agua? 2.62° 3.322
indice de solubilidad en agua? 24.352 24.422
indice de absorcion de aceite? 0.54b 0.902
Dispersabilidad (%) 35P 1002
Formacion de espuma (%) 452 10°
Estabilidad de espuma (%) 37b 22
Actividad de emulsién (%) 75.632 62.5°
Estabilidad de emulsion (%) 80.152 780

!Las medias se separaron por renglones, aplicando la prueba de rango maltiple de Duncan.
Medias con la misma letra no son diferentes (p<0.05); ?g gel/lg muestra seca; 3g sélido/100 g de
muestra seca; *“mL aceite absorbido/g muestra; NP= no presento
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El porcentaje de proteina de la HFCBO incrementd (p<0.05) un 33.82% con
respecto a la HFC superior a lo reportado por Guzman-Uriarte y col (2013) quienes
reportaron una concentracién de 29.54% de proteina para la misma variedad de frijol

comun bioprocesada con Rhizopus oligosporus a 35°C por 108h.

Diversos autores han reportado el incremento de la proteina durante la
fermentacion en estado solido en arroz, garbanzo, frijol, entre otros, reportando un
incremento desde 28.10% hasta un 42.8% (Reyes-Bastidas y col 2009, Sanchez-
Magafia y col 2014, Oliveira y col 2010). Este fenbmeno podria deberse a que
durante las etapas iniciales de la FES (remojo, coccion) ocurre la lixiviacion de
material sélido durante estos tratamientos como reporto Paredes-Lopez y col (1991)
al fermentar garbanzo. A su vez, podria deberse al incremento de la biomasa del
hongo como reportan Schmidt y col (2014) quienes midieron la glucosamina para
medir el crecimiento del hongo reportando la mayor concentracion glucosamina y de

micelio a partir de las 96h.

Por otro lado, la fermentacion aumentd (p<0.05) en un 39.05% el contenido de
fibra dietaria total del frijol y disminuyo (p<0.05) un 32.19% los minerales (Cuadro
13). Rochin-Medina y col en el 2015 fermentaron frijol negro observando un
incremento de hasta un 41% de fibra durante la fermentacion, por otra parte, Reyes-
Moreno y col en el 2004 reportaron una disminucion en el contenido de minerales de

un 41.7% durante la fermentacion de frijol comun.

Azeke y col en el 2007 reportaron que el crecimiento del hongo y el desarrollo

de micelio (rico en fibra) aumenta el contenido de fibra acompafada por el consumo
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de carbohidratos vy lipidos fuentes de energia, pero a su vez, una disminucion en el
porcentaje de minerales debido a que durante los primeros pasos del proceso de
fermentacion (Remojo y coccidn) ocurre lixiviacion y reduccién de la materia solida

del sustrato del hongo.

La fermentacién disminuy6 drasticamente (p<0.05) el valor hunter ‘L’ en un 11% e
incrementd (p<0.05) de manera significativa la diferencia total de color en un 152%
del grano optimo con respecto al crudo (Cuadro 13). Los valores de hunter ‘L’ y la
diferencia total de color de la HFCBO fueron similares a los reportados por Reyes-
Bastidas y col en el 2004 quienes obtuvieron valores de hunter ‘L’ de 78.86 y una la
diferencia total de color de 21.59. Un incremento en el valor Hunter ‘L’ significa un
color mas claro; sin embargo, la fermentaciéon produjo un color mas oscuro, esto
probablemente debido a la influencia del color del micelio que al envejecer oscurece
gradualmente o bien por compuestos liberados y sintetizados como consecuencia de

la BES y del proceso de coccion.

La harina de frijol crudo y bioprocesado presentaron valores de pH de 6.42 y 5.91
(p<0.05). La harina de frijol bioprocesada presenté un mayor valor de pH, esto se
debe ya que uno de los pasos previos para la preparacion de los granos es el remojo
en solucién acida, esto se hace con el fin de permitir la remocion de la cascarilla del
grano, alcanzar un pH 6ptimo para el crecimiento del hongo y evitar el desarrollo de

microorganismos que puedan perjudicar el proceso.

La fermentacion de frijol también increment6 (p<0.05) el indice de absorcion de

agua (IAA), esto puede deberse a como consecuencia la actividad microbiana del
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hongo. Olanipekun y col en el 2009 fermentaron soya, ellos reportaron un incremento
en IAA durante la fermentacion debido al dafio generado a los granulos de almidon.
Por otro lado, el indice de solubilidad en agua present6 un ligero incremento durante

el proceso de fermentacion.

La fermentacién de frijol también incrementé (p<0.05) el indice de absorcién de
agua (IAA), esto puede deberse a como consecuencia la actividad microbiana del
hongo. Olanipekun y col en el 2009 fermentaron soya, ellos reportaron un incremento
en IAA durante la fermentacion debido al dafio generado a los granulos de almidon.
Por otro lado, el indice de solubilidad en agua present6 un ligero incremento durante

el proceso de fermentacion.

Un incremento del ISA en los granos fermentados puede deberse a la
biosintesis y liberaciéon de compuestos solubles durante el proceso de fermentacion.
la desnaturalizacion parcial de la proteina y la gelatinizacion del almidon que se

producen durante la etapa de coccion pueden ser responsable de estos cambios.

Las harinas de frijol comun, crudo y bioprocesado, presentaron una actividad de
agua de 0.54 y 0.60, respectivamente. Valores en donde el desarrollo de la actividad
enzimatica, el crecimiento de microorganismos y reacciones quimicas se llevan a
cabo muy lentamente, lo cual significa una larga vida de anaquel.

Las harinas de frijol crudo y bioprocesado tuvieron valores de dispersabilidad de
35% y 100%, respectivamente. La harina de frijol comun bioprocesado tuvo una
dispersabilidad mayor (p<0.05) a la de la harina de frijol coman crudo. Arguelles-

Lopez (2012) reportd una dispersabilidad de 34.25 % en harinas de frijol azufrado
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higuera crudo. Una dispersabilidad de 100% sugiere que las particulas de la harina
permanecen suspendidas en el agua, caracteristica valiosa para la formulacion de
algunos productos alimenticios, como bebidas. El cambio en esta propiedad se
puede atribuir a una mayor interaccion de las particulas de la harina bioprocesada
con el agua y a un descenso en su densidad; o tal vez a la disminucién en la
proporcion de almidén, ya que éste no es soluble en agua fria. El valor de
dispersabilidad se ha correlacionado, de manera indirecta, al grado de
desnaturalizacién de las proteinas de un alimento procesado; un valor de
dispersabilidad alto indica una menor desnaturalizacion de las proteinas (Visser y
Thomas, 1987). Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indica que el
proceso de fermentacién no provoco la desnaturalizacion de las proteinas ya que
present6 un 100% de dispersabilidad de las harinas.

La sintesis y degradacion de compuestos durante la fermentacion también
podria haber influido en el incremento de la dispersabilidad, capacidad de absorcién
de aceite, propiedades emulsificantes y espumantes del grano. Los tratamientos
térmicos desnaturalizan las proteinas, las cuales forman grandes agregados
incapaces de cubrir eficientemente las gotas de grasa, lo que conlleva a la
inestabilidad de la emulsién y pérdida de otras propiedades funcionales (Raikos,
2010). Otros investigadores (Angulo-Bejarano y col 2008; Reyes-Bastidas y col 2010)
observaron un comportamiento similar de las propiedades fisicoquimicas de harinas

de leguminosas crudas y fermentadas.
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D EFECTO DEL BIOPROCESAMIENTO SOBRE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Y COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES DE FRIJOL COMUN
Debido a las diferencias en la base tedrica de los diferentes métodos de medicion
de la actividad antioxidante, un solo modelo no puede reflejar todo el potencial
antioxidante de las muestras. La actividad antioxidante hidrofilica total (suma de
actividades antioxidantes de fitoquimicos libres y ligados) se determind empleando
las metodologias de ABTS y ORAC obteniendo valores para el grano integral de frijol
comun crudo de 5,214 y 10,747 pmol equivalentes de Trolox (TE)/ 100 g muestra,

respectivamente (Cuadro 14).

La AAox de la HFCBO evaluada y cuantificada en umol TE/ 100 g muestra, fue:
ABTS=13,429 y ORAC=24,976. En el grano crudo la mayor contribucién a la AAox
de frijol comun evaluada correspondié a los fitoquimicos ligados en un 69.04% por
ABTS y 50.34% ORAC, respectivamente; mientras que en la HFCBO la mayor
contribucién a la AAox correspondié a los fitoquimicos libres (72.59 y 75.27%)
(Cuadro 14). El bioproceso de fermentacion incrementd (p<0.05) en 157.55 y

132.40% la AAox evaluada por ABTS y ORAC, respectivamente.

Chang y col (2009) fermentaron soya negra con la cepa Rhizopus oligosporus y
evaluaron la actividad antioxidante de los extractos tanto del crudo como del
procesado. Estos investigadores observaron incremento de un 320% de la actividad
antioxidante producto de la fermentacion, en relacién a la actividad antioxidante de la

soya negra cruda.
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Cuadro 14. Efecto del bioprocesamiento sobre la actividad antioxidante y contenido

de compuestos fendlicos de frijol comdn

Propiedad HFCC HFCBO

Actividad antioxidante?

ORAC

Fitoquimicos libres 5,337° 18,8002
Fitoquimicos ligados 5,410° 6,1792
Total 10,747° 24,9762
ABTS

Fitoquimicos libres 1,615° 9,7492
Fitoquimicos ligados 3,600° 3,6802
Total 5,214 13,4292

Compuestos fendlicos totales®

Fitoquimicos libres 24P 1512
Fitoquimicos ligados 86° 1122
Total 110°b 2632

Las medias se separaron por renglones, aplicando la prueba de rango multiple de Duncan.
Medias con la misma letra no son diferentes (p<0.05); umol equivalentes de Trolox (ET)/100 g, bs; 3

mg equivalentes de acido galico (EAG)/100g, bs
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Sanchez-Magafa y col (2014) estudiaron el efecto de la fermentacion en estado
sélido en garbanzo. Evaluaron la AAox, de la fraccién libre y ligada, por ABTS y
ORAC con respecto al tiempo, ellos reportaron que durante la fermentacién se ve un
mayor efecto sobre la fraccién libre, observando que esta respuesta incremento con
respecto al tiempo, por otra parte la fraccion ligada incrementa pero en menor
medida solo observdndose cambios significativos en los tiempos largos, obteniendo

los valores mas altos da AAox en los tiempos mas largos.

El contenido de compuestos fendlicos totales en el frijol comin crudo y
fermentado fue de 110 mg equivalentes de acido galico (GAE)/ 100 g muestra, bs y
263 mg GAE/ 100g muestra, bs, respectivamente (Cuadro 14). En el grano crudo la
mayor concentracion de fendlicos evaluada correspondid a los fitoquimicos ligados
en un 78.9%; mientras que en la HFCBO la mayor concentraciéon de fendlicos
correspondio a los fitoquimicos libres con un 57.41%. El bioproceso de fermentacion
incremento (p<0.05) el contenido de compuestos fendlicos libres, ligados y totales del

grano de frijol comdn en un 556%, 30% y 141%, respectivamente.

Chaiyasut y col (2010) investigaron el efecto de la fermentacion en estado solido
usando como cepa Aspergillus oryzae en soya. Ellos evaluaron el perfil isoflavonas,
sus glicosidos y agliconas (daidzina, genistina, daidzeina y genisteina). Reportando a
durante la fermentacion la agliconas incrementan mientras que los glicosidos
disminuyen. A su vez, Cheng y col (2013) evaluaron dicho perfil durante la
fermentacion de soya negra utilizando la cepa Rhizopus Oligosporus, ellos reportaron

un comportamiento similar en donde observaron que durante la fermentacion existe
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una diminucién de los glucésidos pero a su vez un incremento en las agliconas,
también evaluaron los compuestos fendlicos totales y la actividad de la enzima B-
glucosidasa, donde ambas respuestas se veian incrementadas con respecto al

tiempo.

Randhir y Shetty (2008) fermentaron frijol mungo con la cepa Rhizopus
oligosporus. Ellos evaluaron el incremento de los compuestos fendlicos durante la
fermentacion, la actividad de la enzima B-glucosidasa y la concentracion de proteina
medida por el método de Bradford, Observando que con el tiempo los compuestos
fendlicos incrementan, a su vez, la actividad de la enzima B-glucosidasa y la
concentracion de proteina incrementan igual encontrando una correlacion en las tres
respuestas, también observaron que tanto la actividad de la enzima B-glucosidasa y

la concentracion de proteina a partir de los 10 dias mantenian los mismos niveles.

Guzman-Uriarte y col (2013) fermentaron frijol comun a 35°C y de 24-108h,
reportando un comportamiento similar al de este estudio, ellos observaron que
durante la fermentacion la concentracion de fendlicos totales de la fraccion libre se ve
mayormente afectada con respecto a la ligada, ellos reportaron un incremento de
compuestos fendlicos de 345% para la fraccion libre y 26% para la fraccion ligada,

obteniendo los valores mas altos a 108h.

E EFECTO DEL BIOPROCESAMIENTO SOBRE POTENCIAL
HIPOGLUCEMICO DE FRIJOL COMUN
Una medida preventiva importante para el control de las primeras etapas de la

diabetes tipo 2, es regular la absorcién de glucosa a través de la reduccion de la
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hidrolisis digestiva del almidon mediante la inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa.

Las harinas de frijol comdn cruda y optimizada presentaron valores de inhibicion
de a-amilasa de 4.64 y 7.65, respectivamente. En la harina de frijol comun crudo la
fraccion libre contribuyo al 56% de la inhibicibn mientras que en el procesado la
fraccion libre contribuyo con el 65% de la inhibicion de la enzima a-amilasa. En el
presente estudio se observd que el bioprocesamiento de granos de frijol comudn
crudo a lo largo de la fermentacion aumento (p<0.05) el indice de inhibicion de a-
amilasa libre, ligados y totales en un 90%, 33%, y 64% respectivamente (Cuadro 15).

Las harinas de frijol comdn cruda y optimizada presentaron valores de inhibiciéon
de a-glucosidasa de 7.31 y 10.6, respectivamente. Se observO que el
bioprocesamiento de granos de frijol comin crudo a lo largo de la fermentacion
aumento (p<0.05) el indice de inhibicion de a-glucosidasa libre, ligados y totales en
un 38%, 53%, y 45% respectivamente (Cuadro 15).

En el Cuadro 15 también se presentan los valores de indicadores de potencial
hipoglucémico de frijol crudo como resultados de inhibicion de a-amilasa y a-
glucosidasa en porcentaje de inhibicion y como equivalentes de Acarbosa (un
medicamento no natural empleado comunmente para la inhibicion de las enzimas de
digestion de carbohidratos). Se puede observar que el bioproceso de FES
incrementd (p<0.05) los valores de % de inhibicion de a-amilasa (%IAA: +2.5%) y %
de inhibicion de a-glucosidasa (%IAG: +12.4%). También se observa que el
bioproceso de FES mejoro6 significativamente (p<0.05) los equivalentes de Acarbosa

de a-amilasa (EAAA: +15.5%) y de a-glucosidasa (EAAG: +58%) de frijol comun.
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Cuadro 15. Efecto del bioprocesamiento sobre el potencial hipoglucémico de frijol
"n1,2
comun-

Propiedad HFCC HFCBO

Potencial hipoglucémico
Indice inhibicion a- amilasa (I1AA)

Fitoquimicos libres 2.61° 4,952

Fitoquimicos ligados 2.03P 2.72

Total 4.64P 7.652
Indice inhibicion a- glucosidasa (IIAG)

Fitoquimicos libres 3.92b 5.412

Fitoquimicos ligados 3.39° 5.192

Total 7.31P 10.602
IHAA+IIAG 11.94P 18.252
% Inhibicion a-amilasa

Fitoquimicos libres 65.64° 82.302

Fitoquimicos ligados 75.302 62.20°

% inhibicion promedio 70.47° 72.252
% Inhibicion a-glucosidasa

Fitoquimicos libres 73.64° 81.402

Fitoquimicos ligados 70.42° 80.502

% inhibicion promedio 72.03° 80.952
Equivalentes Acarbosa (a-amilasa) (EAAA)

Fitoquimicos libres 28.86° 37.932

Fitoquimicos ligados 25.222 24.542

Total 54.08° 62.472
Equivalentes Acarbosa (a-glucosidasa) (EAAG)

Fitoquimicos libres 960 1,4002

Fitoguimicos ligados 600° 1,0702

Total 1,560° 2,470
EAAA+EAAG 1,614.08° 2.532.472

! Las medias se separaron por renglones, aplicando la prueba de rango multiple de
Duncan. Medias con la misma letra no son diferentes

2 ng equivalentes de Acarbosa (EA/100g, bs)
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Todos los indicadores para inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa
(indice de inhibicion, porcentaje de inhibicién y equivalentes de Acarbosa) evaluados
en el presente trabajo muestran el fuerte potencial hipoglucémico de las harinas frijol
comun variedad Blanco Sinaloa 92, asi como, el incremento significativo que sufrié
este potencial hipoglucémico durante el bioprocesamiento por FES.

Mojica y col (2015) estudiaron el efecto inhibitorio de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa de los extractos fenodlicos de 15 variedades de frijol. Ellos reportaron que
los extractos de los frijoles inhibian un 25.8-74.2% la enzima a-amilasa y un 20.7-
77.6% la enzima a-glucosidasa, encontrando una correlacion entre el contenido de
compuestos fendlicos, actividad antioxidante e indice de inhibicién de las enzimas a-
amilasa y a-glucosidasa.

Maiti y Majumdar (2012) reportaron que extractos obtenidos de soya bioprocesada
con R. oligosporus tenian actividad inhibitoria contra la enzima a-amilasa. Randhir y
Shetty (2008) fermentaron frijol mugo con Rhizopus oligosporus y evaluaron la
actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa, ellos reportaron un incremento en la
actividad inhibitoria durante los primeros 8 dias la cual se correlaciono con el
incremento en la concentracion de compuestos fendlicos totales. Ellos sugirieron que
los compuestos fenoles pudieron unirse al sitio activo de la enzima a-amilasa

alterando asi su actividad catalitica (McCue y Shetty, 2004).

Tadera y col (2006) evaluaron la actividad inhibitoria de 6 grupos de flavonoides

y su efecto inhibitorio de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, ellos comprobaron
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que efectivamente los flavonoides tienen efecto inhibitorio de dichas enzimas. Por
otra parte, Pipraro y col (2008) demostraron como los flavonoides podian inhibir la
actividad de la enzima a-amilasa, ellos comprobaron la actividad inhibidora de los
flavonoides y flavonas depende de los enlaces de hidrogeno entre los grupos
hidroxilo los cuales se unen al sitio activo de la enzima y a la formacién de una

sistema 11 conjugado que estabiliza la interaccion con el sitio activo.

Estudios clinicos en humanos usando inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa
de productos naturales (frijol blanco comun, Touchi o Douchi, hoja de morera) han
demostrado excelentes efectos antihiperglucémicos sin efectos secundarios
(diarrea, nauseas, flatulencia), encontrados comunmente con el uso de
medicamentos inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa disponibles actualmente
(Fujita y col 2003; Barrett y Udani 2011).Sin embargo se requieren mas estudios

para comprobar el efecto hipoglucémico de los extractos de HFCBO.
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VIII CONCLUSIONES

(1) La mejor combinacion de variables del bioproceso de fermentacién en estado
sélido (FES) para producir harina de frijol coman bioprocesado optimizada
(HFCBO) con potenciales antioxidante e hipoglucémico altos fue: Temperatura
de fermentacion = 33.5°C / tiempo de fermentacién = 108 h

(2) La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) es una herramienta de
gran utilidad para la optimizacién de bioprocesos, como FES; que involucran
diversas condiciones de procesamiento (temperatura de fermentacion / tiempo
de fermentacion) y varias variables de respuesta [Caracteristicas de calidad
en el producto final: Actividad antioxidante (AAox), compuestos fendlicos
totales (CFT), indice de inhibicién de a—amilasa (lIAA)]

(3) El bioproceso de FES increment6 (p<0.05) el contenido de proteina (+34%), y
fibras dietarias soluble (+230%), insoluble (+11%) y total (+39%) de frijol
comun crudo

(4) El bioproceso de FES incrementd (p<0.05) la actividad antioxidante (ORAC:
+132%, ABTS: + 158%) y contenido de compuestos fendlicos totales (CFT,
+139%) de frijol comun crudo

(5) El bioproceso de FES incrementd (p<0.05) los valores de indicadores de
potencial hipoglucémico de frijol crudo: indice de inhibicién de a-amilasa (I1AA:
+65%), indice de inhibicion de a-glucosidasa (IIAG: +45%), % de inhibicion de

a-amilasa (%lAA: +2.5%), % de inhibicion de a-glucosidasa (%IAG: +12.4%)
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(6) El bioproceso de FES mejoro significativamente (p<0.05) los equivalentes de
Acarbosa de a-amilasa (EAAA: +15.5%) y de a-glucosidasa (EAAG: +58%) de
frijol comun. Ambos son indicadores de potencial hipoglucémico

(7) La harina de frijol comun bioprocesado optimizada (HFCBO) puede utilizarse
como fuente de antioxidantes naturales, proteinas y fibra dietaria en la
formulacién de alimentos / bebidas funcionales. Bioprocesos como la FES
mejoran sustancialmente las propiedades antioxidantes de semillas de frijol
comun y sus productos pueden ser utilizados como ingredientes funcionales o
antioxidantes naturales en el desarrollo de nuevos productos alimenticios para

consumo humano
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ABREVIATURAS

% Porcentaje

°C Grado (s) Celsius

A Alfa

AAE Aminoéacidos esenciales

AAPH 2-2’-Azobis-aminopropano

Aw Actividad de agua

ABTS Acido 2,2"-azino-bis(3-etibenztiazolina-6-sulfonico)),
ADN Acido desoxirribonucleico

AMSDA Asociacion Mexicana de Secretaria de Derechos Agropecuarios
Aox Actividad antioxidante

AOAC Association of Official Agricultural Chemists
AR Almidon resistente

AS Almidon soluble

AUC Pérdida de la fluorescencia

B Beta

Bs Base seca

C Carbono

Ca Calcio

CAAE Contenido de aminoacidos esenciales

Cm Centimetro (s)

CO2 Di6xido de carbono

C-PER Relacion de eficiencia proteica calculada
CQ Calificacion quimica

Cu Cobre

DCF Diclorofluorescina

DCFH Diclorofluoresceina

DM Diabetes Mellitus

DDMP 2,3-dihidro-2,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-
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DPPH 2,2 difenil pocril hidrazil

DVPIV digestibilidad verdadera de proteina in vitro

EAG Equivalentes de acido galico

EtOH Etanol

FAO Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (del inglés, Food and

Agriculture Organization)

FDA Administracién de Alimentos y Medicamentos

FDT Fibra dietética total

Fe Hierro

FES Fermentacion en estado solido

FRAP Poder antioxidante de reduccion ferrica (Ferric reducing antioxidant
power)

FMOC 9-fluorenilmetil-cloroformato

FT Temperatura de fermentacion

Ft Tiempo de fermentacion

Flav Flavonoides

Ftot Fendlicos totales

G Gramo (s)

GRAS Generally rocognized as safe

GOPOD Glucosa/oxidasa peroxidasa

H Hora (s)

Ha Hectarea

HAA Acido 3-hidroxiantranilico

HCI Acido clorhidrico

HFCBO Harina de frijol comdn bioprocesado optimizado
HPLC High-performance liquid chromatography

HTA Hipertension arterial

IAA indice de absorcién de agua
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IAAE Indice de aminoacidos esenciales

IFD Federacion Internacional de Diabetes
INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
ISA indice de solubilidad en agua

K Potacio

KCI Cloruro de Potasio

KD Kilodalton

M Molaridad

Mg Miligramo (s)

Vo] Microgramo (s)

Min Minuto (s)

mL Mililitro (s)

ML Microlitro (s)

MCP Maiz de calidad proteinica

Mg Magnesio

Mm Milimetro (s)

HM Micromolar

mM Milimolar

N Normal

Ng Nanogramo (s)

Nm Nanometro(s)

NPR Relacion neta de proteina

NaOH Hidroxido de sodio

NO- Oxido nitrico

02 Oxigeno molecular

02- Anidn superdéxido

OH- lon hidroxilo

ONOO- Peroxinitrito

ORAC Capacidad antioxidante de radical oxigeno
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Pagina (s)

Relacion de eficiencia proteinica

Digestibilidad proteica corregida por perfil de aminoacidos
p-nitrofenol-a-D-glucopirandsido

Pagina (s)

Rhizopus

Capacidad antioxidante de radical oxigeno

Radicales peroxilo

Requerimientos recomendado de aminoacidos esenciales
Pesos

Segundos

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion

Resultados del sistema de vigilancia epidemioldgica hospitalaria de
diabetes mellitus tipo 2

Acido tiobarbiturico
N,N,N’,N'-tetrametilenediamina(delinglés,N,N,N’,N'-
tetramethylenediamine)

Actividad antioxidante equivalente a Trolox

Tonelada (s)

Ultravioleta

Voltaje

Volumen/volumen

Zinc
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