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I. RESUMEN

El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa más consumida en el

mundo y es considerado un alimento funcional debido a su alto contenido de

compuestos bioactivos como compuestos fenólicos. A este grupo de compuestos se

le han atribuido beneficios potenciales para la salud debido a su efecto positivo en la

prevención de enfermedades crónico degenerativas como la diabetes y en el

tratamiento del estrés oxidativo; esto dado a su gran actividad antioxidante y

capacidad para inhibir enzimas relacionadas con la digestión de carbohidratos y

absorción de glucosa en sangre. Con el fin de mejorar y aumentar las propiedades

nutricionales y nutracéuticas de esta leguminosa se han empleado diferentes

bioprocesos como la fermentación en estado sólido (FES), la cual aumenta el

contenido y la disponibilidad de nutrimentos y compuestos fenólicos bioactivos

presentes en el frijol. En el presente trabajo de investigación se evaluó el efecto de

las diferentes etapas del bioproceso de FES sobre los perfiles y niveles de

compuestos fenólicos, y las propiedades antioxidante e hipoglucemiante de frijol

común (variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa). Se empleó Rhizopus

oligosporus (1 x 106 esporas/mL) para la FES del frijol. La identificación y

cuantificación de compuestos fenólicos se realizó por UPLC-ESI-MS. El contenido de

compuestos fenólicos totales, actividad antioxidante y potencial inhibitorio de las

enzimas α-amilasa y α-glucosidasa se determinó mediante métodos colorimétricos.

Se identificaron 14 compuestos fenólicos que se pueden agrupar en: derivados de

ácidos hidroxicinámicos (derivados aldáricos de ácido ferúlico y ácido p-cumárico),
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flavanoles (catequina, procianidinas), flavonoles (quercetina, kaempferol, miricetina y

sus formas glucosiladas) e isoflavonas (Genisteína glucosilada). En general, los

niveles de compuestos fenólicos totales y fenólicos individuales (ácidos

hidroxicinámicos y genisteína glucosilada), así como el potencial inhibitorio de las

enzimas α-amilasa y α-glucosidasa disminuyó por efecto del remojo-cocción en

ambas variedades de frijol. Después del bioprocesamiento por FES, el contenido de

compuestos fenólicos totales fue mayor al de los granos no procesados. Sin embargo,

el cambio más significativo en los compuestos fenólicos durante la FES fue el

aumento de kaempferol y miricetina en Azufrado Higuera y Negro Jamapa,

respectivamente. De manera interesante, el contenido de Genisteína glucosilada se

presentó solamente en la variedad de color negro. También la actividad antioxidante

del frijol común aumentó 372% (ABTS), 127% (DPPH) y 159% (ORAC) en la

variedad Azufrado Higuera, y 435% (ABTS), 30% (DPPH), 304% (ORAC) en la

variedad Negro Jamapa después de la FES. Además, se observó un incremento en

el potencial hipoglucemiante, expresado como aumento de la inhibición de las

enzimas α-amilasa y α-glucosidasa, en ambas variedades de frijol común por efecto

de la FES. Esta investigación demostró que la FES es un bioproceso eficiente para la

mejora del perfil y niveles de compuestos fenólicos asociados con el aumento del

potencial antioxidante e hipoglucemiante de frijol común.
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ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most consumed legume worldwide and

has been considered as a functional food due to its high content of bioactive

compounds, such as phenolic compounds. The potential health benefits has been

associated to this group of compounds due to its positive effect in prevention of

chronic degenerative diseases including diabetes and for treatment of oxidative stress

because of its high antioxidant activity and ability to inhibit enzymes related to

carbohydrate digestion and blood glucose absorption. In order to improve and

increase nutritional and nutraceutical properties of this legume different bioprocesses

have been used, such as solid state fermentation (SSF), which increases the content

and availability of nutrients and bioactive phenolic compounds present in beans. In

the present work, the effect of the different stages of SSF on the profiles and levels of

phenolic compounds, the antioxidant and hypoglycemic properties of common bean

(varieties Azufrado Higuera and Negro Jamapa) were evaluated. Rhizopus

oligosporus (1 x 106 spores / mL) was used for bean SSF. The identification and

quantification of phenolic compounds was performed by UHPLC-MS. Also, the

content of total phenolic compounds, antioxidant activity, inhibitory potential of the α-

amylase and α-glucosidase enzymes, were determined by colorimetric methods. In

this study, 14 phenolic compounds were identified which can be grouped into:

derivatives of hydroxycinnamic acids (aldaric derivatives of ferulic acid and p-

coumaric acid), flavanols (catechin, procyanidins) and flavonols (quercetin,

kaempferol, myricetin and their glycosylated forms) and isoflavones (glycosylated

genistein). In general, levels of total and individual phenolic compounds

ROBERTO GUTIÉRREZ DORADO
Escribir abstract de acuerdo al resumen corregido
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(hydroxycinnamic acids and glycosylated genistein), as well as, potential inhibition of

the α-amylase and α-glucosidase enzymes decreased by the effect of soaking-

cooking in both bean varieties. After SSF, total phenolic content in both bean varieties

were higher in comparison to the unprocessed beans. However, the most significant

change in phenolic compounds during SSF was the increase of kaempferol and

myricetin for Azufrado Higuera and Negro Jamapa, respectively. As an interesting

result, glycosylated genistein was increased by the effect of SSF only in Negro

Jamapa variety. Also, antioxidant activity of common beans increased 372% (ABTS),

127% (DPPH) and 159% (ORAC) for Azufrado Higuera variety, and 435% (ABTS),

30% (DPPH), 304% (ORAC) for the Negro Jamapa variety after the SSF. In addition,

an increase in hypoglycemic potential was observed, expressed as an increase in the

inhibition of the α-amylase and α-glucosidase enzymes in both common bean

varieties as a result of SSF. This research demonstrated that SSF is an efficient

bioprocess for the improvement of the profile and levels of phenolic compounds

associated with the increase of antioxidant and hypoglycemic potential of common

bean.
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II. INTRODUCCIÓN

El estrés oxidativo es una condición donde existe un desequilibrio entre las

moléculas oxidantes y las antioxidantes del organismo, con balance favorable en las

primeras. Este desbalance oxidativo está relacionado con el daño a macromoléculas

(lípidos, proteínas, ADN) lo que conlleva a la aparición y progresión de

enfermedades crónicas (Ames y col 1993). La diabetes mellitus es un desorden

metabólico que surge por una falla del organismo en producir suficiente insulina y/o

el desarrollo de resistencia a la insulina, resultando con altos niveles de glucosa en

sangre, el mantenimiento de la misma provoca complicaciones macro y micro

vasculares (Varghese y col 2013). Es por esto que, el tratamiento de diabetes tiene

como objetivo la disminución de hiperglucemia (Barshes y col 2013). Uno de los

tratamientos de diabetes son fármacos cuyo mecanismo de acción es inhibir enzimas

encargadas de la hidrolisis del almidón (α-amilasa y α-glucosidasa), y con esto

disminuir la hiperglucemia postprandial, sin embargo, estos producen complicaciones

gastrointestinales como flatulencia, dolor abdominal, entre otros (Nijpels y col 2008).

En los últimos años, han incrementado las investigaciones en identificar potentes

inhibidores enzimáticos de origen natural con menos efectos secundarios que los

fármacos comerciales (Habtemariam 2011). En la literatura, se ha reportado que las

leguminosas contienen compuestos bioactivos, que además de presentar potencial

antioxidante, son capaces de inhibir a las enzimas que hidrolizan el almidón (El

Sohaimy 2012). El frijol común (Phaseolus Vulgaris L) es la leguminosa más

consumida en el mundo, es reconocida por ser la principal fuente de proteínas en

países de América Latina. Además de su aporte en proteína el frijol es fuente de
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carbohidratos complejos, fibra, vitaminas y minerales (Wani y col 2010).

Recientemente se le considera como alimento funcional por su contenido en

compuestos bioactivos, principalmente fenólicos, a los que se le atribuye potencial

benéfico en la salud, debido a su efecto positivo en la prevención de enfermedades

crónico degenerativas como la diabetes y el tratamiento del estrés oxidativo, dada su

gran actividad antioxidante y capacidad para inhibir enzimas relacionadas con la

digestión de carbohidratos, como el almidón, y absorción de glucosa en sangre

(Maldonado y col 2015). Existe el interés en la búsqueda de procesamientos que

mejoren las características nutracéuticas de alimentos funcionales como el frijol. La

FES es un bioproceso que consiste en el crecimiento de microorganismos

especialmente hongos en un sustrato solido con la presencia de pequeñas

cantidades de agua, con la finalidad de mejorar características nutricionales,

nutracéuticas y de sabor (Mitchell y col 2002). Se ha reportado que la aplicación de

FES en leguminosas como el frijol mejora el contenido y biodisponibilidad de

nutrimentos, así como, incrementa su potencial nutracéutico, como consecuencia del

aumento en compuestos fenólicos (Reyes-Bastidas y col 2010). Sin embargo, no

existen reportes acerca del efecto de la fermentación en estado sólido con el hongo

Rhizopus oligosporus sobre los perfiles y niveles de compuestos fenólicos con

actividad antioxidante e hipoglucemiante en frijol común. Es por ello que, este estudio

es necesario para definir el posible beneficio antioxidante y el potencial

hipoglucemiante de esta leguminosa fermentada. En el presente trabajo de

investigación se evaluó el efecto de las diferentes etapas del bioproceso de FES

sobre los perfiles y niveles de compuestos fenólicos, y las propiedades antioxidante e
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hipoglucemiante de frijol común variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa,

empleando el hongo R. oligosporus.
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III. REVISIÓN BIBLIOGRAFICA

A. ESTRÉS OXIDATIVO

El oxígeno es un elemento indispensable para la vida; sin embargo por

reacciones químicas, acción de enzimas o por efecto de radiaciones ionizantes, se

pueden producir una serie de especies químicas o sustancias prooxidantes llamadas

radicales libres los cuales participan en un amplio número subsecuente de

reacciones que permiten la formación de metabolitos reactivos con una alta

capacidad oxidativa (Elejalde Guerra 2001). En los organismos vivos los niveles de

radicales libres y otros metabolitos reactivos son controlados por defensas

antioxidantes, que minimizan el daño oxidativo a las biomoléculas. El estrés oxidativo

aparece cuando hay un desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes, con un

desplazamiento a favor de los primeros, esta alteración permite modificaciones

perjudiciales en las biomoléculas dando lugar a enfermedades relacionadas con el

envejecimiento (Rodríguez-Perón y col 2001).

1. Especies reactivas de oxígeno (ROS)

Las especies reactivas del oxígeno (ROS) son un término que incluye a los

radicales libres como O2 ● y OH●, además de otras especies no radicálicas

derivadas del oxígeno como peróxido de hidrogeno (H2O2), oxigeno singulete y ácido

hipocloroso (HOCI) (Cuadro 1), que pueden participar en reacciones que llevan a la

elevación de los agentes prooxidantes (Ray y col 2012). Las ROS por diferentes

reacciones pueden interactuar con numerosos componentes celulares incluyendo

ADN, proteínas y lípidos
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Cuadro 1. Especies reactivas de oxígeno de interés biológico.

Especies radicalarias Especies no radicalarias

(Oxidantes)

 Radical anión superóxido

 Radical hidroxilo

 Radical peroxilo

 Radical alcoxilo

 Óxido nítrico

 Peróxido de hidrógeno

 Ácido hipocloroso

 Anión peroxinitrito

 Oxígeno singulete

Martínez- Sánchez (2005)
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causando daño en su estructura y función (Bayr 2005).

a. Daños por ROS a biomoléculas

Bajo ciertas circunstancias las ROS son necesarias para el óptimo

funcionamiento de algunos sistemas, sin embargo cuando se producen en grandes

cantidades pueden ser peligrosas para el organismo (Durackova 2010). Las ROS

atacan componentes celulares causando daño sobre lípidos, proteínas y ADN, los

cuales pueden iniciar una cadena de eventos que dan como resultado lesión celular

(Cabrera y Serrano 2014).

. Primeramente, los ácidos grasos poliinsaturados presentes en los fosfolípidos

que conforman la membrana celular son muy susceptibles al ataque de radicales

libres, lo cual puede desencadenar la peroxidación lipídica, afectando la

permeabilidad de la membrana celular produciendo edema y muerte celular. La

peroxidación lipídica representa una forma de daño hístico que puede ser

desencadenado por el oxígeno, el oxígeno singulete, el peróxido de hidrógeno y el

radical hidroxilo. Una vez que los radicales se han producido, se combinan con el

oxígeno disuelto en la membrana para formar radical peroxilo, el cual puede atacar la

membrana de proteína y ácidos grasos poliinsaturados adyacentes, propagando la

peroxidación lipídica de la membrana (Azad y col 2009).

Las proteínas, por su parte, presentan una química muy compleja ante el daño

oxidativo generado por ROS (Vicedo Tomey y Vicedo Ortega 2000). La modificación

en las proteínas inicia principalmente en reacciones con OH ●; Sin embargo, el

proceso oxidativo es determinado por la disponibilidad de O2 y el oxígeno singulete o
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su forma protonada (HO2). Colectivamente, estos ROS dan lugar a la oxidación de

las cadenas laterales de residuos de aminoácidos, la formación de enlaces cruzados

proteína-proteína, y la oxidación de la cadena principal de la proteína, resultando en

la fragmentación de la misma. Mientras tanto, se ha demostrado que otras formas de

ROS pueden obtener productos similares y que los iones de metales en transición

pueden sustituir a OH y oxigeno singulete en algunas de las reacciones (Gil y Tuteja

2010).

Finalmente, los daños al Ácido desoxirribonucleico (ADN) parecen ocurrir en

todas las células aeróbicas. El cuerpo posee mecanismos de defensa para

contrarrestar los ataques oxidativos al ADN usando enzimas reparadoras de ADN y/o

antioxidantes. Sin embargo, si estos mecanismos fallan, el daño oxidativo puede

inducir a una variedad de enfermedades crónicas y degenerativas así como el

desarrollo del cáncer. Una forma común de daño es la formación de bases

hidroxiladas de ADN, las cuales se consideran un factor importante en la química de

la carcinogénesis e interfieren con el crecimiento normal de las células causando

múltiples modificaciones en la estructura del ADN incluyendo lesiones de base y

azúcar, roturas de cadena, enlaces cruzados entre ADN-proteína y sitios de base

libre (Pham-Huy y col 2008).

El nivel de daño oxidativo al ADN parece estar fuertemente relacionado con la

tasa metabólica así como el tipo de ADN en un amplio número de mamíferos. El ADN

mitocondrial del hígado de ratas tiene 10 veces mayor daño oxidativo que el ADN

nuclear del mismo tejido. Este incremento puede ser debido a la falta de enzimas
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reparadoras en el ADN mitocondrial, falta de histonas protegiendo el ADN

mitocondrial, y la proximidad del ADN a oxidantes generados durante la fosforilación

oxidativa (Ames y col 1993).

2. Compuestos antioxidantes

Un antioxidante es un compuesto químico que estando en bajas concentraciones

con respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la oxidación de dicho

sustrato. También se pueden definir como compuestos que brindan protección al

sistema celular de efectos potencialmente dañinos en los procesos que puedan

causar una oxidación excesiva (Posada y col 2003). Los organismos evolutivamente

desarrollaron sistemas de defensa antioxidante para poder neutralizar a las especies

reactivas de cualquier elemento. Este sistema de defensa antioxidante incluye

antioxidantes endógenos de tipo enzimático y no enzimático, que junto con

antioxidantes exógenos, interactúan para mantener el equilibrio redox del organismo.

(Bouayed y Bohn 2010). En el Cuadro 2 se muestran los diferentes antioxidantes

endógenos y exógenos.

Los antioxidantes endógenos son naturalmente producidos por el organismo

mientras que los antioxidantes exógenos se adquieren principalmente a través de la

dieta. Los principales antioxidantes exógenos son la vitamina C, la vitamina E, los

carotenoides y los polifenoles, y su papel fundamental es neutralizar el efecto de los

ROS generados durante procesos metabolismos celulares que emplean oxígeno

como la respiración mitocondrial, donde el 85% del oxígeno inhalado es

metabolizado, y en
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Cuadro 2. Clasificación de antioxidantes endógenos y exógenos

Antioxidantes endógenos Antioxidantes exógenos
Antioxidantes enzimáticos:

 Superoxido dismutasa (SOD)

 Glutatión peroxidasa

 Glutatión reductasa

 Glucosa – 6 – fosfato

deshidrogenasa

Antioxidantes no – enzimáticos

 Glutatión (GSH),NADPH, coenzima

 Q, albumina, bilirrubina.

Antioxidantes dietarios de frutas,

vegetales y granos

 Vitaminas: Vitamina C y E

 Elementos traza: zinc, selenio

 Carotenoides: beta caroteno,

licopeno, luteína, zeaxantina.

 Ácidos fenólicos:

ácidosclorogénico, gálico, cafeíco

etc.

 Flavonoles: Quercetina,

kaempferol, miricetina y sus

glucósidos.

 Flavanoles: proantocianidinas y

catequinas.

 Antocianidinas: cianidina y

pelargonidina

 Isoflavonas: Genisteína, daidzeína

 Flavanones: naringenina,

eriodictiol y hesperetina

Flavones: luteolina y apigenina

(Bouayed 2010)
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procesos catalizados por la NADPH oxidasa y xantina oxidasa. (Bouayed y

Bohn 2010). Por lo tanto, los antioxidantes exógenos juegan un papel importante en

la prevención del estrés oxidativo y su deficiencia es una de las numerosas causas

de patologías crónicas y degenerativas (Pham-Huy y col 2008).

B. ENFERMEDADES CRONICO DEGENERATIVAS

La organización Mundial de la Salud refiere que las enfermedades crónicas son

de larga duración y por lo general de progresión lenta (OMS 2009). Se caracterizan

típicamente por ausencia de microorganismo causal, factores de riesgo múltiples,

latencia prolongada, larga duración con periodos de remisión y recurrencia,

importancia de factores del estilo de vida, consecuencias a largo plazo (físicas y

mentales) (Guevara-Gasca y Galán-Cuevas 2010).

Se incluyen dentro de este término a las cardiopatías (enfermedades

cardiovasculares), cáncer, trastornos respiratorios crónicos, diabetes, trastornos de

visión y audición. Se estima que el 75% de las muertes en México son causadas por

enfermedades crónicas no transmisibles, siendo diabetes mellitus el primer lugar en

mortalidad con un 17.5% según los datos reportados por el INEGI para el año 2015.

1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crónica caracterizada por la

alteración del metabolismo de los carbohidratos, lípidos y proteínas donde el

paciente cursa con hiperglucemia debido a resistencia a insulina o relativa falta de la

Liliana
Dado que los subtemas no deben quedar vacíos, las generadlidades  podrían ser la descripción de este subtema.
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misma (Zhu y col 2015). La clasificación de DM incluye cuatro clases: DM tipo 1

(Destrucción de células β pancreáticas, usualmente dejando una absoluta

deficiencia), DM tipo 2 (defecto progresivo de la secreción de insulina con

antecedente de resistencia a esta hormona), DM gestacional (diagnosticada durante

el embarazo), otros tipos específicos debido a otras causas (defectos genéticos en la

funciones de las células β pancreáticas, defectos genéticos en la acción de la

insulina, enfermedades del páncreas exocrino, inducida por tratamientos médicos

para enfermedades como VIH o trasplante de órganos) (Isla 2012). Sin embargo, la

mayoría de los casos se incluyen en DM tipo 1 y DM tipo 2, ésta última con la mayor

prevalencia (Cervantes-Villagrana y Presno-Bernal 2013).

La DM es una enfermedad crónica de causas múltiples. En su etapa inicial no

produce síntomas, y cuando se detecta tardíamente y no se trata adecuadamente,

ocasiona complicaciones de salud graves como infarto del corazón, ceguera, falla

renal, amputación de las extremidades inferiores y muerte prematura (Flowler 2008).

Durante las últimas décadas el número de personas que padecen diabetes en

México se ha incrementado y actualmente figura entre las primeras causas de

muerte en el país. Los datos de la ENSANUT 2016 reportan que el 9.4% de la

población mexicana ha recibido ya un diagnóstico de diabetes, este porcentaje

incrementó 0.2% con respecto a ENSANUT en su versión 2012.

En el estado de Sinaloa la prevalencia de DM por diagnóstico médico previo en

personas de 20 años o más fue de 8.2%, mayor a la reportada en la ENSANUT 2006

(5.5%). La prevalencia de DM por diagnóstico médico previo fue ligeramente mayor
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en mujeres (8.4%) que en hombres (7.9%). Tanto en hombres como en mujeres se

observó un incremento en la prevalencia de diagnóstico previo de DM a partir del

grupo de 40 a 59 años de edad (11.2 y 10.4%, respectivamente), la cual aumentó

ligeramente en hombres de 60 años o más (24.8%) y también aumentó en mujeres

de la misma edad (25.5%). El total de personas adultas con DM podría ser incluso el

doble, de acuerdo a la evidencia previa sobre el porcentaje de diabéticos que no

conocen su condición (Romero-Martínez y col 2013).

a. Tratamiento

La hiperglucemia es el fenómeno central en todas las formas de DM y su

mantenimiento prolongado se encuentra relacionado con complicaciones

microvasculares (Retinopatía, nefropatía, daño a nervios) y macrovasculares

(enfermedades cardiovasculares: ataque cardiaco, accidentes cerebrovasculares),

por lo que el tratamiento de la DM debe estar encaminado a descender los niveles

de glucemia a valores próximos a la normalidad (Torre y col 2011).

Existen diferentes esquemas de tratamiento para la DM. Por lo general se comienza

con un tratamiento no farmacológico, el cual consiste en la modificación del estilo de

vida (dieta y actividad física), y conlleva a la mejora de la resistencia a la insulina y

secundariamente la capacidad secretora pancreática. Dado que los intentos de

modificación de estilos de vida no inducen o mantienen un control de la glucemia

adecuado en la mayoría de pacientes, la farmacoterapia es necesaria para evitar los

riesgos inherentes al desarrollo de DM (Rey y col 2012).
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1) Tratamiento farmacológico

El tratamiento de la DM tipo 1 se basa en la administración de múltiples dosis de

insulina que imitan el patrón fisiológico de secreción de la misma (Calvo y col 2006)

mientras que tratamiento farmacológico inicial para la DM tipo 2 consiste en el uso de

hipoglucemiantes orales (Rodríguez-Rivera y col 2017). La terapia involucra

principalmente inductores de la secreción de insulina (secretagogos),

sensibilizadores de la secreción de insulina e inhibidores enzimáticos (Balderas

Rentería 2015).

Los secretagogos de insulina son agentes farmacológicos que actúan

incrementando la secreción de insulina por parte de las células β-pancreáticas,

bloqueando los canales de potasio sensibles a ATP, provocando la liberación de

insulina (González-Sánchez y Ortiz-Andrade 2012). Entre los fármacos que

estimulan la secreción de insulina se encuentran las sulfonilúreas, secretagogos de

acción rápida (glinidas), inhibidores de la enzima dipeptidilpeptidasa 4 (DPP-4) y

análogos del péptido similar al glucagón tipo 1 (GLP-1).

Los fármacos sensibilizadores de la acción de la insulina presentan mecanismos

muy variados, incrementando principalmente la sensibilidad de los tejidos diana

(músculo e hígado) a la insulina. Dentro de este grupo se encuentran las biguanidas,

derivados biguanídicos de los que el único actualmente aceptado y comercializado

es la metformina, capaces de mejorar la sensibilidad a la insulina, inhibir la

neoglucogénesis hepática y favorecer la captación de glucosa por el tejido adiposo y

muscular (González-Sánchez y Ortiz-Andrade 2012).
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Por último, los inhibidores de las enzimas que participan en la digestión de

carbohidratos pueden ser coadyuvantes en la disminución de la hiperglucemia

postprandial en pacientes con diabetes, ya que son capaces bloquear la acción de

enzimas como α- amilasa y α-glucosidasas, que cumplen la función de hidrolizar los

enlaces glucosídicos de polisacáridos hasta obtener monosacáridos, los cuales son

rápidamente absorbidos y transportados a circulación sistémica aumentando la

glucemia en sangre (Tormo y col 2004).

Actualmente existen tres agentes inhibidores de la enzima α-glucosidasa

obtenidos de forma sintética: la acarbosa, que fue la primera en ser comercializada,

seguida del miglitol y voglibosa (Escorcia 2009). La acarbosa, interfiere en la

absorción intestinal de los hidratos de carbono y disminuye la hiperglucemia

postprandial al inhibir de forma competitiva la acción de las α -glucosidasas

intestinales (glucoamilasa, sucrasa y maltasa) que desdoblan los oligosacáridos y

polisacáridos. Los hidratos de carbono no digeridos son metabolizados por bacterias

intestinales en el colon, con formación de ácidos grasos y diversos gases que

producen efectos gastrointestinales adversos (Nijpels y col 2008).

Aunque la acarbosa, el miglitol y la voglibosa cumplen una función similar se

diferencian por su estructura química y características farmacológicas. La acarbosa

es un tetrasacárido no absorbible de origen microbiano. El miglitol es un derivado de

la desoxinojirimicina, estructuralmente similar a los monosacáridos, que se absorbe

en más del 60%, utilizando el mismo transportador intestinal que la glucosa, hecho

que no ocurre con la acarbosa. El miglitol no se metaboliza después de su absorción
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y se elimina rápidamente por vía renal (Escorcia 2009). La voglibosa tiene un efecto

menos potente en reducir la hiperglucemia postprandial sin embargo tiene ventaja en

ocasionar menos efectos gastrointestinales (Konya y col 2013).

Los efectos adversos asociados a estos fármacos son generalmente

alteraciones gastrointestinales como flatulencia, diarrea o dolor abdominal. La

intensidad se relaciona con la dosis y se acentúa por el consumo de hidratos de

carbono simples, suelen aparecer al principio del tratamiento, disminuyendo con el

tiempo y desapareciendo con la retirada del fármaco o con un ajuste de dosis

(Salaverría-de Sanz 2012).

Actualmente podemos encontrar inhibidores de enzimas glucosidasas obtenidos

de forma sintética, sin embargo estos inhibidores enzimáticos también pueden

encontrarse de forma natural en plantas y alimentos de origen vegetal. El consumo

de estos inhibidores enzimáticos de origen natural puede ser una opción para la

reducción de hiperglucemia postprandial así como reducir el riesgo de los efectos

adversos de los fármacos.

2) Alternativas para el control de la glucemia

El reino vegetal es un amplio campo de búsqueda para agentes

hipoglucemiantes de origen natural, que pudieran ser libres de efectos secundarios.

Es por ello que inhibidores de α-amilasa y α-glucosidasa de fuentes naturales

ofrecen una atractiva estrategia para el control de la hiperglicemia (Tundis y col

2010).
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Los fitoquímicos son compuestos bioactivos de los alimentos funcionales que

muestran propiedades farmacológicas. Dentro de estos compuestos bioactivos se

encuentran los fitoestrógenos que han mostrado efectos benéficos contra la

obesidad y la diabetes (Serrano y col 2006). Otros fitoquímicos como los compuestos

polifenólicos han mostrado asociación positiva con la actividad inhibitoria de la α-

amilasa. McCue y Shetty (2004) evaluaron el efecto de extractos de hierbas con

distintas concentraciones de ácido rosmárinico y del ácido rosmarínico puro sobre la

actividad de amilasa pancreática porcina, encontrando una relación dosis-

dependiente con la actividad de amilasa para el ácido rosmarínico puro, mientras que

un extracto a base de orégano con solo 7% de ácido rosmárinico mostró cerca del

50% de inhibición de la enzima sugiriendo que otros compuestos fenólicos presentes

en el extracto (ácido protocatecuico, ácido cafeíco, ácido cumárico, quercetina)

pudieron ejercer un efecto sinérgico y obtener así alta inhibición de amilasa.

Habtemariams (2011) midió la inhibición de la enzima α-glucosidasa por efecto

de kaempferol-3-O-rutinosido, resultando un potente inhibidor de α-glucosidasa in

vitro con 8 veces más actividad que el medicamento comercial acarbosa, además

kaempferol-3-O-rutinosido mostró efecto sinérgico con otros flavonoides como

agliconas de kaempferol y quercetina.
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C. ALIMENTOS FUNCIONALES Y COMPUESTOS BIOACTIVOS EN ALIMENTOS

1. Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son aquellos que además de su composición

nutrimental poseen componentes bioactivos capaces de proveer un beneficio a la

salud y/o prevenir enfermedades. Un alimento funcional puede ser similar en

apariencia de un alimento convencional pero que se consume de manera inusual en

la dieta y está demostrado que tiene beneficios fisiológicos reduciendo el riesgo de

enfermedades crónicas más allá de su función nutricional básica. Cuando un

alimento funcional ayuda en la prevención o tratamiento de enfermedades o

desordenes es llamado nutracéutico (Cencic y Chingwaru 2010).

2. Compuestos bioactivos en alimentos

Los compuestos bioactivos no poseen una función en la nutrición básica, sin

embargo brindan actividades biológicas dentro del organismo ya que se encuentran

relacionados en diferentes procesos metabólicos (Herrera-Chalé y col 2014).

Los diferentes compuestos bioactivos poseen estructuras y actividades biológicas

muy diferentes, en base a esto pueden clasificarse en diferentes categorías como se

muestra en la Figura 1.

Los niveles de los compuestos bioactivos dentro de los productos vegetales se

ven afectados por diversos factores. La concentración de estos compuestos

dependerá de los aspectos agronómicos como el tipo y zona de cultivo, tipo de suelo

y clima, los cuales afectan la composición de compuestos fenólicos.
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Figura 1. Compuestos bioactivos presentes en los alimentos de origen vegetal (García-Salas 2016).
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Además el proceso de conservación y el tipo de procesado de estos alimentos

hacen que la composición de compuestos bioactivos varíe considerablemente

(Tierno y col 2015).

a. Compuestos fenólicos

Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios de las plantas, en las

cuales participan poco o no participan en la fotosíntesis, respiración o crecimiento y

desarrollo, son encontrados en altas concentraciones en la planta. Constituyen uno

de los grupos más ampliamente distribuidos en el reino vegetal, se conocen más de

8000 estructuras fenólicas con diferentes actividades biológicas, encontradas en

alimentos como frutas, verduras, cereales, especies, hierbas, frutos secos,

legumbres y bebidas (Contreras-Gámez y col 2014).

Los fenólicos se caracterizan por tener al menos un anillo aromático con uno o

más grupos hidroxilos unidos. Pueden ser clasificados por el número y acomodo de

sus átomos de carbono (Cuadro 3) y se encuentran comúnmente conjugados con

azucares y ácidos orgánicos. Los fenólicos se agrupan en dos grandes grupos, los

compuestos flavonoides y los no flavonoides.

1) Flavonoides

Son compuestos polifenólicos que comprometen 15 carbonos con dos anillos

aromáticos conectados por un puente de tres carbonos C6-C3-C6. Las principales

sub-clases de flavonoides dietarios son flavonoles, flavones, flavan-3-oles,

antocianidinas, flavanones e isoflavonas.
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Cuadro 3. Esqueletos estructurales básicos de compuestos fenólicos y

polifenólicos.

Esqueleto Clasificación Estructura básica

C6-C1 Ácidos fenólicos

C6-C2 Acetofenonas

C6-C2 Ácido fenilacético

C6-C3 Ácidos hidroxicinámicos

C6-C3 Cumarinas

C6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-C6 Xantonas

C6-C2-C6 Estilbenos

C6-C3-C6 Flavonoides

(Crozier y col 2009).
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El esqueleto básico de los flavonoides puede tener números substituyentes,

grupos hidroxilos y azucares, de hecho la mayoría de los flavonoides existen

naturalmente como glucósidos. Los grupos hidroxilos y azucares incrementan la

solubilidad de flavonoides en agua y otros sustituyentes como grupos metilo los

hacen más lipofílicos (Crozier y col 2009).

2) No-flavonoides

Los principales compuestos no flavonoides son los ácidos fenólicos, derivados de

los ácidos benzoico y cinámico. Los derivados de ácidos hidroxibenzoicos incluyen el

ácido gálico, p-hidroxibenzoico, vanílico, entre otros; los derivados de ácidos

hidroxicinámicos son ácido p-cumárico, ácido cafeíco, ácido ferúlico y ácido sinápico,

predominando el ácido cafeíco. Estos ocurren como conjugados, por ejemplo el ácido

tartárico o ácido quínico, llamados también ácidos clorogénicos (Vermerrys y

Nicholson 2008)

D. FRIJOL (Phaseolus vulgaris L)

El frijol común (Phaseolus vulgaris) es la especie más conocida del genero

Phaseolus en la familia Fabaceae conformada por más de más de 50 especies de

plantas, de toda la américa nativa (Singh y col 1991). Tiene su centro de origen en la

región de Mesoamérica, particularmente en el occidente y sur de México (desde

Jalisco hasta Oaxaca), y dos centros de domesticación: uno primario (Mesoamérica)

y otro secundario (Sur Andino) (Hernández-López y col 2013).

Liliana
referencia
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1. Estructura del grano

El grano de frijol en su parte externa está compuesto por la testa o cubierta la

cual corresponde a la capa secundaria del óvulo que es dura, seca y usualmente lisa,

formada por una cutícula delgada que cubre una pared de células prismáticas

contiguas denominadas palizada de células. El hilum, es el que conecta la semilla

con la placenta. El micrópilo, es una abertura en la cubierta cerca del hilum. El rafe,

proviene de la soldadura del funículo con los tegumentos externos de óvulo (Figura

2). (Arias 1993).

Su constitución interna lo integra el embrión, el cual está formado por la plúmula,

las dos hojas primarias, el hipocótilo, los dos cotiledones y la radícula. El complejo

plúmula-radícula está situado entre los dos cotiledones, aun lado del grano contra la

testa, de tal manera que la radícula está en contacto con el micrópilo y la lúmula está

encerrada hacia el interior del grano (Arias 1993). En el grano seco, el complejo

plúmula-radícula ocupa solamente una parte muy reducida del espacio libre entre los

cotiledones. Los cotiledones exhiben una estructura altamente organizada. Contiene

células parenquimatosas unidas por una pared celular distinta y la lamela media.

Estas células contienen gránulos de almidón elípticos embebidos en una matriz

proteínica consistentes de cuerpos proteínicos y gránulos de aleurona. Los cuerpos

proteínicos son generalmente esféricos y relativamente menores que los gránulos de

almidón y están rodeados por una membrana lipoproteíca. Con base en la materia

seca, la testa representa el 9%, los cotiledones un 90% y el 1% restante del embrión,

de la semilla entera.
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Figura 2. Estructura del grano de frijol común (FAO 1993)
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2. Producción

Los frijoles son el principal ingrediente en alimentos tradicionales de todo el

mundo, los que incluyen la India, México, África y en el centro y sur de América

(Reddy y col 1984). En cuanto a su producción el continente asiático es el mayor

productor de frijol contando con el 45.6% de la producción mundial, seguido por el

continente Americano que representó el 26.1%. México ocupó el séptimo lugar

dentro de los países productores de frijol, con una producción de 1, 088,767

Toneladas (Figura 3). Es importante mencionar que en el año 2014 México ocupaba

el cuarto lugar dentro de los países con mayor producción a nivel mundial

(FAOSTAT).

Sinaloa es el segundo estado con mayor producción en México, en primer lugar

se encuentra Zacatecas, seguido de Sinaloa y Chihuahua (SIAP 2017) (Cuadro 4).

3. Composición química

El grano de frijol presenta un alto contenido de proteína en base seca que oscila

entre un 16 y un 33%. Es un alimento de alto valor energético pues contiene

alrededor del 70% de carbohidratos totales. Este grano aporta además una cantidad

importante de vitaminas y minerales (Cuadro 5). Adicionalmente, el grano de frijol

posee algunos compuestos bioactivos con potencial benéfico en la salud.
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a. Proteínas

Las variedades de P. vulgaris L. más consumidas en Latinoamérica, presentan

un contenido de proteína promedio del 20%, con un intervalo de variación del 19.3 al

35.2%. Sotelo y col (1995) analizaron el contenido de proteínas de frijol salvaje y frijol

Figura 3. Producción Mundial de Frijol. FAOSTAT (2016).
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Cuadro 4. Principales estados productores de frijol en México.

Estado Producción (Toneladas)

Zacatecas 306,366

Sinaloa 157,992

Chihuahua 84, 366

Durango 71, 720

Nayarit 60, 304

Fuente: SIAP (2017)
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Característica Contenido Requerimiento
mínimo diario

Composición química (%)
Proteína 14-33
Lípidos 1.5-6.2
Fibra total 14-19
Insoluble 10.1-13.4
Soluble 3.1-7.6
Cenizas 2.9-4.5
Carbohidratos 52-76
Calidad de la proteína
Digestibilidad (%) 52-75
Relación de la eficiencia proteínica 0.7-1.5
Aminoácidos esenciales (g/100
g proteína)
Fenilalanina + Tirosina 5.3-8.2 6.3
Isoleucina 2.8-5.8 2.8
Leucina 4.9-9.9 6.6
Lisina 6.4-7.6 5.8
Metionina + cisteína 1.2-1.5 2.5
Treonina 4.4-7.0 3.4
Triptófano - 1.1
Valina 4.5-6.7 3.5
Minerales (mg/100 g)
Calcio 9-200 800-1000
Fósforo 460 800-1000
Hierro 3.8-7.6 15
Magnesio 200 300-400
Zinc 2.2-4.4 15
Vitaminas (mg/100 g)
Tiamina (B1) 0.86-1.14 1.5
Niacina 1.16-2.68 0.019
Ácido fólico 0.17-0.58 0.4
Anti nutricionales
Oligosacáridos (mg/g) 25-50
Taninos (mgeq.cat/g) 9.6-131.4
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Cuadro 5. Composición química del grano de frijol

Fuentes: (Reyes-Moreno y Paredes-López 1993; Paredes-López 1998; Young y col 2001).

cultivado encontrando un promedio en el contenido de proteína de 25.73 y 21.78

g de muestra en base seca respectivamente.

1) Calidad de la proteína

El valor nutrimental de la proteína depende de su capacidad de proveer nitrógeno y

aminoácidos en adecuadas cantidades para cumplir los requerimientos del

organismo. En este sentido, la proteína del frijol presenta un alto contenido de lisina

(6.4-7.6 g/ 100 g de proteína) y de fenilalanina más tirosina (5.3-8.2 g/100 g proteína),

es decir, satisface todos los requerimientos mínimos recomendados por la

Organización para la Alimentación y la Agricultura (FAO) o por la Organización

Mundial de la Salud (OMS) (Mederos 2013); sin embargo, el frijol es deficiente en los

aminoácidos azufrados metionina y cisteína (Reyes‐Moreno y col 1993).

A pesar de que el grano de frijol representa una importante fuente de proteínas,

éstan no están 100% disponibles para el uso del organismo. La baja calidad proteica

del frijol es atribuida a diversos factores como: estructura compacta de las proteínas,

que puede resistir al proceso de proteólisis; factores antinutricionales los cuales

modifican la digestibilidad, alterando la liberación de aminoácidos y la alta excreción

Inhibidores de tripsina (UIT/mg) 13-29
Ácido fítico (%) 0.6-2.7
Lectinas (%) 1-5
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de nitrógeno endógeno. Entre los llamados factores antinutricionales podemos incluir

a los oligosacáridos, taninos, inhibidores de tripsina, inhibidores de proteasa, las

lectinas y el ácido fítico, que se relaciona con la baja digestibilidad de la proteína y

reducción de la biodisponibilidad de los minerales, entre otros. A pesar de los efectos

negativos de los factores antinutricionales, la evidencia científica ha demostrado su

papel benéfico en la prevención y el tratamiento de enfermedades crónicas

degenerativas (Mederos 2013).

La fracción de carbohidratos de las legumbres incluye monosacáridos (ribosa,

glucosa, galactosa, y fructosa), disacáridos (sacarosa y maltosa) la fracción soluble

de azucares, y oligosacáridos como la familia de la farinosa (farinosa, estaqueos y

verbascosa), además de celulosa, lignina, pectina, galactosa, arabinosa, xilosa y

mucosa, mismas que algunos autores clasifican con fibra dietética o carbohidratos no

digeribles. Debido a esta última fracción los carbohidratos del frijol son de absorción

lenta. Este tipo de carbohidratos son benéficos para la salud, por su bajo índice

glucémico tienen el potencial de disminuir las concentraciones de colesterol sérico

(Bravo y col 1998).

b. Carbohidratos

Los carbohidratos son los componentes mayoritarios del frijol los cuales

representan alrededor del 70% del peso del grano. El almidón es el carbohidrato más

abundante, llegando a representar más del 50 % del peso del grano. El frijol además

contiene una cantidad importante de fibra dietaria, predominando la fibra insoluble
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(20%), mientras que fibra soluble solo representa pequeña fracción de este

componente (2.5%) (Almeida-Costa y col 2006).

c. Lipidos

El contenido de lípidos del frijol es bajo. Dentro de los macronutrientes del frijol la

fracción correspondiente a los lípidos es la más pequeña y está formada por una

mezcla de acilglicéridos cuyos ácidos grasos predominantes son los mono y

poliinsaturados (Ramírez y Rangel 2011). Campos-Vega y col (2009) evaluaron la

composición química de diferentes granos de frijol encontrando una variación de

lípidos en frijol crudo de 0.8 hasta 2.0 % en base seca.

d. Vitaminas y minerales

Las vitaminas que se han reportado en frijol son folatos, tocoferoles, tiamina,

riboflavina, niacina, biotina y piridoxina. Algunas de estas vitaminas cumplen el 95%

de los requerimientos diarios. Tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6 y el contenido

de ácido fólico en frijol crudo están en el rango de 0.81 -1.32, 0.112-0.411, 0.85-3.21,

0.299-0.659 and 0.148-0.676 mg/100g, respectivamente (Campos-Vega y col 2010).

El contenido de vitaminas varía en las diferentes clases de frijol (Hayat y col 2014).

El frijol brinda un importante aporte de hierro, fosforo, magnesio, manganeso y en

menor medida zinc, cobre y calcio (Hayat y col 2014). Velaco-Gonzáles y col (2013)

analizaron las propiedades físicas y químicas de diferentes variedades de frijol,

encontraron minerales como Ca, Mg, Na, K, siendo estos similares entre las distintas

variedades.
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e. Compuestos bioactivos

El frijol, al igual que otras leguminosas, contiene compuestos bioactivos como

inhibidores de enzimas digestivas, lectinas, fitatos, oligosacáridos y compuestos

fenólicos (Campos-Vega y col 2010). Dentro de los compuestos fenólicos en el frijol

se incluyen variedades de flavonoides como antocianinas, flavanoles, flavonoles,

proantocianidinas, taninos, glucósidos así como también un amplio rango de ácidos

fenólicos (Cuadro 6) (Lin y col 2008; Ross y col 2009; Abu-Reidah y col 2013).

1) Ácidos fenólicos

En los granos de frijol se han reportado ácidos fenólicos de dos clases: derivados

de ácido hidroxibenzoico (ácido p-hidroxibenzoico, ácido vanillico y ácido gálico) y

derivados de ácidos hidroxicinámicos (ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido

sinápico y ácido gálico) (Ross y col 2009).

2) Flavonoides

Los flavonoides detectados en frijol incluyen flavonoles como miricetina,

quercetina y kaempferol, estos últimos siendo los más abundantes con sus

respectivos glucósidos (Mujica y col 2012); flavanoles como catequina; Antocianinas

incluyendo delfinidina, petunidina, malvinidina, cianidina y pelargonidina con sus

respectivos glucósidos (solo reportadas en frijoles con testas coloreadas) (Lin y col

2008) (Figura 4).
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3) Isoflavonas

El frijol común no es reconocido por ser fuente de isoflavonas, la soya es la única

legumbre con alto contenido de isoflavonas (genisteína, daidzeína). Sin embargo,

ambas leguminosas tienen capacidad de fijar nitrógeno, proceso mediado por

bacteria rhizobia atraído por isoflavonas y cumestrol en la raíz, debido a esto Díaz-

Batalla y col (2006) reportaron isoflavonas en frijol común posteriormente al proceso

de germinación.

Cuadro 6. Compuestos fenólicos presentes en frijol común

Fitoquímicos Contenido
Polifenoles totales (% bs1) 0.10 – 0.5
Ác. p-Hidroxibenzoico (µg/g bs) 10.1
Ác. Ferúlico (µg/g bs) 24.0
Ác. p-Cumárico (µg/g bs) 5.4
Catequina (mg/100g bs) 61.0

Antocianinas (mg/100g bs) 45.0
Isoflavonas (mg g-1 ) 100 – 700
Daidzeina (mg g-1 ) 1 – 4
Genisteína (mg g-1 ) 1 – 52
Lignanos (mg g-1 ) 30
Taninos (% bs) 0.0 – 0.7

Otros
Inhibidores de tripsina (mg/100g bs) 7.0
Ácido fítico (mg/100g bs) 3.0
Saponinas (mg/100g bs) 56.0

1 Bs: Base seca. Adaptado de (Atchibri y col 2010; Campos-Vega y col 2010).
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R1= R2= OH Delfinidina 3-O- glucósido
R1= OCH3, R2= OH Petunidina 3-O- glucósido
R1= R2 = OCH3 Malvidina 3-O- glucósido
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R1= H Kaempferol 3-O- glucósido
R1= OH Quercetina 3-O- glucósido

Figura 4. Estructura flavonoides en Phaseolus vulgaris L. Parte superior
antocianinas, parte inferior glucósidos de flavonol. Fuente: (Beninger y Hosfield 2003)

4. Propiedades nutracéuticas

El consumo de frijol, o de extractos obtenidos a partir del mismo, se ha relacionado

con la mejora en la sintomatología de algunas enfermedades crónicas,

principalmente obesidad y diabetes (Preuss 2009). Otros efectos benéficos la salud a

los que se ha asociado el consumo de frijol son la reducción del colesterol en sangre,

mejora en la tolerancia a la glucosa, reducción en el riesgo de enfermedades

cardiovasculares y prevención de ciertos tipos de cáncer (Aparicio Fernandez y col

2008; Xu y col 2011). Los efectos benéficos asociados al consumo de frijol pueden

ser atribuidos a la presencia de compuestos bioactivos, incluidos compuestos

fenólicos (Luthria y Pastor-Corrales 2006). Estos compuestos son de gran interés,
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pues además de su reconocida capacidad antioxidante también se han relacionado

con la actividad hipoglucemiante de esta leguminosa.

a. Actividad antioxidante

Los extractos de frijol común, especialmente los obtenidos a partir de la cascara,

poseen actividad antioxidante (Oomah y col 2010). La mayoría de los antioxidantes

presentes en frijol son compuestos fenólicos de tipo flavonoide como antocianinas,

glucósidos de quercetina, kaempferol y proantocianidinas (taninos condensados)

(Aparicio-Fernández y col 2005). Estos compuestos han mostrado poseer una

capacidad antioxidante significativamente mayor a la capacidad antioxidante del

BHT (butilato de hidroxitolueno), un antioxidante comercial empleado en alimentos

(Beninger y Hosfield 2003).

b. Actividad hipoglucemiante

El frijol común (P.vulgaris L) tiene un lugar notable a través del mundo, ésta

presente en muchas culturas, y es reconocido por su actividad antidiabética.

Diversos estudios han mencionado la capacidad antidiabética de P. vulgaris. Se ha

encontrado que diferentes dosis de frijol común tienen potencial antihiperglucémico

atribuido a sus a sus fitoconstituyentes;, alcaloides, flavonoides, taninos, terpenoides

y saponinas (Mishra y col 2010). También se ha reportado que la administración de

extractos acuosos o etanólicos de la vaina de frijol tiene efectos hipoglucémico e

hipolipidémico, en los cuales los extractos incrementaron los niveles de insulina y

disminuyeron la actividad de enzimas gluconeogénicas en hígado (Pari y

Venkateswaran 2003).
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Atchibri y col (2010) analizaron el efecto antidiabético de frijol común a diferentes

dosis en ratas tanto normales como diabéticas, los niveles de glucosa fueron

medidos cada hora durante 6 horas. El máximo efecto antidiabético se llevó a cabo

en ratas diabéticas a dosis de 300 g/Kg en base húmeda después de la tercera hora.

E. FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO (FES)

Existen diversos procesos que son capaces de incrementar el valor nutricional y

las propiedades nutracéuticas de las leguminosas, incluido el frijol. Entre estos

procesos se encuentra la germinación, la extrusión y la fermentación en estado

sólido (FES) (Dueñas y col 2015; Sánchez-Magaña y col 2014; Rochín-Medina y col

2015).

La FES o cultivo en estado sólido es definido como el cultivo microbiano que

se desarrolla en la superficie y en el interior de una matriz sólida en la ausencia de

agua libre (Lonsane y col 1985), es la técnica de conversión de sustratos complejos

en compuestos simples. La FES ha sido ampliamente usada desde la antigüedad

para la producción de alimentos fermentados como salsa de soya (Barrios-González

2012),

1. Tempe

El Tempe consiste en la fermentación de la soya por hongos del género Rhizopus,

específicamente se emplean R. oryzae y R. oligosporus. La actividad enzimática de

este moho que interviene en la fermentación, reblandece las semillas y el crecimiento

Liliana
Seria  conveniente añadir antecentes sobre inhibición de alfa amilasas y glucosidasas.

Liliana
Insertar una cita de extrusión del frijol. Seguro hay algún trabajo del lab 20 que lo demuestre.
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del micelio las aglomera, dando lugar a una torta sólida. Esta fermentación cambia la

textura y el sabor de la semilla de soya, al mismo tiempo provoca cambios complejos

en el valor nutritivo del producto debido a que cambia el contenido proteico, de

lípidos, carbohidratos y liberación de vitaminas contribuyendo a mejorar el valor

nutritivo del producto (Nout y Rombouts 1990).

a. Sustratos utilizados en la elaboración de Tempe

El frijol de soya es el sustrato más común para la elaboración de Tempe, sin

embargo se han utilizado diversos materiales como sustrato para su elaboración,

alguno de estos sustratos son diversas leguminosas, garbanzo, frijol común, frijol

sesban, frijol terciopelo, frijol alado, guisante amarillo y cereales como cebada, trigo

(Nout y Rombouts 1990).

b. Microorganismos utilizados en la producción de Tempe

Debido a las bajas cantidades de líquido en los sustratos para la fermentación en

estado sólido, la gran mayoría de los procesos se realizan con hongos, aunque

existen procesos en los que se incluyen bacterias y levaduras (Cuadro 7). En cuanto

a las bacterias Klebsiella pneumoniae es la predominante, esta bacteria no es

esencial para la producción del Tempe, pero produce vitamina B12, es por esto que

se recomienda su inoculación en Tempe que formaran parte de dietas veganas. Algo

importante de mencionar es que klebsiella no interfiere con el crecimiento de hongos

(Garibay y col 1993). La ventaja de utilizar hongos es que estos crecen en el medio
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solido produciendo proteína a partir del consumo del sustrato, adicionado con fuentes

inorgánicas de nitrógeno y otros minerales. Otra ventaja es el bajo contenido que

poseen en ácidos nucleicos al compararlos con las bacterias y las levaduras

(Quilantán y Manuel 1996).

1) Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son el grupo más importante de microorganismos para

la elaboración de FES. Los hongos utilizados incluyen especies de Aspergillus,

Rhizopus, Chaetomium cellulolyticum y Trichoderma reesi. Los hongos filamentos

tienen la capacidad de adaptarse y dispersarse para penetrar los sustratos sólidos.

En superficies solidas los hongos producen colonias las cuales se dispersan

radialmente debido a su extensión en forma de hifas. En la FES las colonias que

surgen a partir de esporas adyacentes, son fusionadas y entonces aumenta la

Cuadro 7. Microorganismos / condiciones para la fermentación en estado sólido

Microorganismo Sustrato Proceso/producto

Aspergillus spp. Almidón Enriquecimiento

proteico

Aspergillus niger Residuos de plátano

Maíz

Yuca

Proteína

Koji, etanol

Cinética de crecimiento
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Cáscara de cítricos Enriquecimiento

proteico

Cinéticas de crecimiento

Aspergillus oryzae Arroz Alcohol, aldehídos

Cetonas, koji, miso

Rhizopus oligosporus Yuca

Soya

Frijol

Garbanzo

Cinéticas de crecimiento

Tempe

Alimento proteico

Rhizopus oryzae Yuca Proteína

Trichoderma viridae Salvado de trigo Proteína, enzimas

(Pandey y col 2000)

densidad de hifas dentro del micelio. La densidad del micelio va a depender de la

disponibilidad de nutrimentos (Mitchell y col 2002).

a) Rhizopus oligosporus

Rhizopus oligosporus es utilizado en la producción de alimentos como el Tempe.

Su temperatura óptima de crecimiento es de 25ºC y la de esporulación 41ºC, sin

exceso de oxígeno y humedad. El crecimiento es mejor en pHs ácidos, aunque es

afectado en valores por debajo de 3.5. La atmosfera óptima debe contener un 20 %
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de oxígeno y menos del 5 % de CO2. En la elaboración de Tempe puede coexistir

con diferentes microorganismos tales como el Lactobacillus plantaru. Estos factores

son responsables de la calidad de los productos y de su velocidad de formación

(Eduar 2015).

Este microorganismos pertenece al reino Fungi, phylum Zygmomycota, orden

mucorales, familia mucoraceae, genero Rhizopus. Algunas de sus características

morfológicas ayudan en la diferenciación entre dichas especies. Las hifas pueden ser

o no septadas (6-15 µ de diámetro).

El crecimiento de las hifas proporciona al hongo la capacidad de penetrar en la

mayoría de los sustratos solidos hasta 1 mm o 25% del cotiledón, manteniéndolos

unidos secretando en la punta de la hifa las enzimas hidrolíticas que penetran

directamente el sustrato. Estos hongos tienen la capacidad de crecer rápidamente a

temperaturas relativamente altas (37 -45 °C y condiciones de humedad bajas (60-

80%) (Hutkins 2006).

c. Proceso para la elaboración de Tempe

El proceso involucrado en la producción de tempe difiere considerablemente

entre diferentes lugares y países (Nout y Kiers, 2005).Sin embargo, durante su

elaboración, el grano es sometido a etapas previas y a una etapa de fermentación

en estado sólido, siendo la duración y características de estas etapas las que varían

en función del sustrato utilizado (Roubos-van den Hil y col 2010).
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Los pasos generales para la elaboración de Tempe se mencionan a continuación y

su secuencia se ilustran en la Figura 5.

1) Limpieza / remojo / descascarillado

Es necesario realizar la limpieza con el objetivo de eliminar materia ajena al

grano o granos dañados. Posterior a la limpieza se procede a remojar los granos por

12 o 15 horas a temperatura ambiente, lo que facilita la penetración del micelio.

Durante la fermentación ácida bacteriana, el pH de los granos disminuye de 5.3 a 4.5,

previniendo bacterias no deseadas sin afectar el crecimiento de Rhizopus. El

crecimiento del hongo es estable de un pH mayor a 3.5 y más lento cuando se

acidifica a pH más altos. Como el hongo no puede crecer en el grano entero, es

necesario un paso previo de descascarillado que puede ser manual, o por abrasión

mecánica, facilitando el acceso del hongo a los nutrimentos del sustrato.
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Figura 5. Diagrama de flujo de para la fermentación en estado sólido de frijol

común. Fuente: Reyes-Moreno (2004), modificado por Guzmán- Uriarte (2013).
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2) Cocción parcial / drenado / enfriado

Se requiere cocer parcialmente por un tiempo de 10 min a 3 h, a temperatura de

ebullición, esto con el fin de eliminar bacterias que puedan interferir con la

fermentación, destruir factores antinutricionales y liberar los nutrientes requeridos

para el crecimiento del hongo. El agua de cocción es retirada y los cotiledones son

extendidos en bandejas de bambú, mallas de alambre o cestos perforados. Este

último paso es indispensable para eliminar el exceso de agua pues esto provocaría el

crecimiento de bacterias, deterioro del Tempe, y menor vida de anaquel.

En este paso es importante mencionar que diversos autores han reportado una

pérdida importante de compuestos fenólicos durante el paso de remojo y la cocción,

en el proceso de remojo el agua entra al grano por absorción molecular, absorción

capilar e hidratación, brindando un incremento de volumen en el grano. La reducción

de compuestos fenólicos puede ser atribuida a la lixiviación de fenólicos en el medio

de remojo (Xu y Chang 2008).

3) Inoculación

La fuente de inoculación puede ser obtenida de 2 maneras, la primera es por un

lote previo de Tempe y la segunda por sepas puras del hongo a utilizar. Con el

objetivo de conseguir una fermentación rápida y óptima, Wang y col (1975) sugieren

que inocular con 1x106 esporas a 100 g de sustrato cocido produce resultados

satisfactorios. Los hongos son los más utilizados para elaborar Tempe entre ellos

Rhizopus oligosporus es ampliamente empleado por su fuerte actividad de lipasas y
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proteasas. Sin embargo, otras especies como R. oryzae, R. chinensis, y R. stonifer

también han sido utilizados en la producción.

4) Contenedores de FES / Incubación

Tradicionalmente, los granos son empacados en hojas marchitas de plátano

perforadas que permiten suministro limitado de aire. Un contenedor será apropiado si

permite el paso de oxigeno necesario para el crecimiento del hongo, pero no

demasiado que permita la esporulación y oscurecimiento del micelio, la temperatura

puede ser controlada, el sustrato retiene la humedad durante la fermentación, no

existe agua libre en contacto con el grano y la fermentación ocurre en condiciones

higiénicas, hoy en día, se utilizan bolsas de plástico, tubos flexibles o cajas de

plástico duro con orificios de perforación adecuada para el crecimiento del hongo.

Los granos de cereales o leguminosas son secados superficialmente e inoculados

con una solución de esporas y posteriormente empacados.

2. Efecto de la FES sobre la composición química de leguminosas

En el Cuadro 8 se presentan los cambios en la composición química de

leguminosas como el frijol y el garbanzo bioprocesados por FES y cambios en la

composición nutricional (Aminoacidos escenciales, Digestibilidad in-vitro e in-vivo).
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Cuadro 8. Efecto de la fermentación en estado sólido sobre la composición

química y valor nutrimental de leguminosas

Frijol Garbanzo
Crudo Tempe Crudo Tempe

Composición química

Proteína (%, bs) 22.76 29.98 19.7 25.7

Lípidos (%, bs) 2.53 1.51 6.1 2.6

Almidón resistente
(g/100g, bs)

2.40 5.57 1.9 7.6

Nutricional

Aminoácidos esenciales

Histidina 2.41 2.59 2.43 2.54

Isoleucina 3.08 3.32 3.19 3.56

Leucina 7.20 7.19 7.14 7.22

Lisina 6.50 6.30 6.39 6.09

Metionina + Cisteína 2.14 2.55 2.18 2.59

Fenilalanina + Tirosina 8.50 9.19 8.80 9.87

Treonina 3.50 3.75 3.46 3.85

Triptófano 1.36 1.29 1.10 1.06

Valina 3.51 3.70 3.54 3.76

Total 38.2 39.88 38.23 40.5

Digestibilidad in vitro (%) 72.2 83.2 69.25 75.14

Digestibilidad in vivo (%)

Aparente 81.10 86.20 - -

Verdadera 83.70 88.80 - -

Adaptado de (Angulo-Bejarano y col 2008)
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a. Proteínas

Reyes Moreno y col (2000) reportaron que la FES de los garbanzos causo un

aumento significativo del contenido de proteína cruda (13-14%) respecto a los no

fermentados. Esos valores pueden deberse a la síntesis de proteína causada por la

proliferación de Rhizopus stolonifer, así como la síntesis de enzimas por el propio

hongo y a la reducción de las concentraciones de otros constituyentes. De igual

manera Paredes-López y Harry (1989) reportaron un aumento significativo en la

cantidad de proteínas después de una fermentación de 72 horas con Rhizopus

oligosporus.

Randhhir y Shetty (2007) reportaron un incremento lineal de proteína con

respecto al crecimiento del inoculo. El contenido de proteína incremento de 18%

durante el comienzo la fase de crecimiento a 34% al día 10 y mantuvo niveles

similares en el resto de la fase de crecimiento.

b. Lípidos

Sparringa y owens (1999) reportaron una disminución continua de la materia

seca durante la fermentación de 980 k/kg de peso inicial en cotiledones secos a 28

horas, 835 g a 72 horas, el decremento de materia seca fue atribuido a la reducción

de lípidos, estos se redujeron 135 g/kg en muestra seca a 72 horas, representando el

80% del total de materia seca perdida. Reyes Bastidas y col (2010) analizaron las

propiedades nutricionales de harinas de Tempe de frijol común, en cuanto al

contenido de lípidos ellos encontraron una reducción del 38.4%. Esta disminución se

le atribuye al hecho de que R. oligosporus produce lipasas que liberan ácidos grasos,
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los cuales son oxidados y usados como fuente de energía del hongo (Reyes-

Bastidas y col 2010).

c. Carbohidratos

Reyes-Bastidas y col (2010) reportaron una disminución del 3.5 % de

carbohidratos en el frijol bioprocesado por FES con respecto al frijol crudo.

d. Fibra dietaria

Guzmán-Uriarte y col (2013) analizaron la composición química de frijol común

bioprocesado por FES, reportando un incremento en fibra soluble, insoluble y fibra

total, 4.74% a 13.32%, de 11.30% a 22.51% y de 28.92% a 39.17%, respectivamente.

La presencia de fibra dietaria brinda importantes efectos a la salud debido a que han

sido considerados ingredientes funcionales por reducir el riesgo de cáncer de colon

(Bingham y col 2003). Los cambios observados en la fibra pueden ser debidos a la

lixiviación de algunos compuestos durante las etapas previas de la fermentación

(cocción), además el crecimiento del hongo el cual consumirá como fuente principal

ácidos grasos y posteriormente carbohidratos y grasas como fuentes de energías

desarrollando micelios ricos en fibra (Rochín-Medina y col 2015).

e. Almidón resistente

Sánchez-Magaña y col (2014) analizaron el efecto de la FES en frijol sobre

contenido de almidón resistente, reportaron un incremento de almidón resistente

después de la fermentación. De igual forma, Angulo- Bejarano y col (2008) evaluaron

el efecto de la FES en garbanzo encontrando un comportamiento similar al
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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, cocción y

el efecto de la temperatura permiten la formación de enlaces de hidrogeno entre las

cadenas moleculares dentro del granulo de almidón.

f. Vitaminas y minerales

En un estudio realizado por Steinkraus y col (1961) se encontró que en el

proceso de la elaboración de tempe, la riboflavina se duplica, la niacina se

incrementa siete veces y la actividad de la cobalamina aumenta 33 veces. Por otro

lado, la tiamina disminuye por el efecto térmico del tratamiento y el tiempo de

fermentación. Kao y Robinson (1978) también reportaron que las vitaminas solubles,

con excepción de la tiamina, sufren un incremento en tempe elaborado a partir de

garbanzo.

3. Efecto de la FES sobre e valor nutricional de leguminosas

a. Digestibilidad proteínica

Díaz-Camacho (2010) concluyó que el Tempe brinda alta calidad y digestibilidad

a las proteínas, como consecuencia de la producción de proteasas por el hongo

Rhizopus oligosporus, que fragmentan a las proteicas de las leguminosas en

aminoácidos. Proporcionando así proteínas hidrolizadas que son absorbidas con

mayor facilidad. Reyes-Moreno y col (2000) reportaron digestibilidad in vitro con valor

de 78.89- 80.5%, estos valores son mayores a la harina de frijol crudo 68.61-73.08%.
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b. Contenido de aminoácidos esenciales

Rochin-Medina y col (2015) optimizaron el proceso de fermentación en frijol

negro para obtener mejor capacidad antioxidante y nutracéutica, con respecto al

contenido de aminoácidos esenciales, estos mejoraron por el proceso de

fermentación; el contenido de Histidina, Isoleucina, los aminoácidos azufrados

(Metionina + Cisteína), los aromáticos (fenilalanina + Tirosina), treonina y valina

incrementaron de manera significativa.

c. Valor biológico de la proteína

El valor nutricional de los distintos tipos de proteínas difiere según sea su

composición de aminoácidos, relación de aminoácidos esenciales, susceptibilidad a

hidrólisis durante la digestión, fuente y efectos de procesamiento (Friedman 1996).

Reyes-Moreno y col (2000) al optimizar las condiciones de proceso de FES en

garbanzo observaron un incremento en digestibilidad proteínica in vivo, PER, NPR,

C-PER y PDCAAS bajo las condiciones óptimas de 34.9°C y 51 h de fermentación.

Reyes-Bastidas (2008) observó un incremento en el C-PER de tempe de garbanzo

en relación a la harina de garbanzo integral, así como un incremento en la

calificación química tras el proceso de fermentación. Los resultados de Angulo-

Bejarano y col (2008) concuerdan con lo anteriormente descrito, obteniendo valores

de PER, C-PER, NPR y PDCAAS mayores para garbanzo fermentado en

comparación a los del grano sin tratar.
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4. Efecto de la FES sobre el contenido de fitoquímicos en leguminosas

En el Cuadro 9 se muestra el efecto que tiene la FES en el perfil de fitoquímicos.

a. Compuestos fenólicos totales

Randhir y Shetty (2007) reportaron que la hidrolisis enzimática en la FES de

fenólicos conjugados resulto en un mejoramiento del contenido de fenólicos libres

con lo que eleva la funcionalidad relevante en la salud. Los cambios en el contenido

de fenólicos se atribuyen a la movilización de R. oligosporus en el sustrato.

La cantidad inicial de sustrato comenzó con un bajo contenido en fenólicos 4

mg/g base húmeda, esta cantidad se duplico para el día 8 cuando el incremento de la

actividad de β- glucosidasa fue detectado, la cual incremento a 10 mg/g base

humedad a los 18 días de incubación. Indicando la movilización de fenólicos por las

enzimas del hongo. Ming-Yen y Cheng-Chun (2010) analizaron el contenido de

flavonoides sobre granos de soya negra fermentada con bacillus subtilis, utilizaron

diferentes solventes para la extracción, siendo la extracción con acetona la que

mostro mayor contenido de flavonoides. Los extractos de flavonoides fueron mayores

en la soya fermentada al compararla con la soya cruda.

Este incremento es resultado de la producción de β- glucosidasa. Esta enzima

cataliza la liberación de fenólicos totales y flavonoides durante la fermentación

permitiendo así el incremento de estos compuestos. Con respecto a los taninos,

estos son localizados en las capas exteriores de los granos de legumbres, como
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consecuencia de la manufactura de Tempe (descascarillado) los taninos son

reducidos

Cuadro 9. Efecto de la fermentación en estado sólido sobre los niveles de

fitoquímicos en leguminosas

Compuesto bioactivo Frijol crudo Garbanzo

Crudo Tempe Crudo Tempe

Fenólicos totales (mg/100 g) 192.3 431.33 221-269.38 836

Fenólicos libres (mg/100 g) 35.91 190.47 93 631

Fenólicos ligados(mg/100 g) 156.46 240.86 128 205

Taninos - - 4.63 1.24

Inhibidores de tripsina - - 10.96 1.12

Ácido fítico 6.84 2.85 7.98-10.8 1.1-2.30

Tempe de soya

Isoflavonas Cruda Amarilla Negra

Agliconas totales 15.7 17.4

Daidzeína 8.0 6.8

Gliciteína 0.5 0.7

Genisteína 460-1820 7.2 9.9

Adaptado por Sánchez-Magaña (2014).
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antes del paso de fermentación. Paredes López y Harry (1989) reportaron la

pérdida del 100% de taninos en frijol de soya durante la preparación del Tempe

como resultado de los tratamientos aplicados durante la producción de sustrato. El

descascarillado y la cocción eliminaron más del 90%de los taninos por la

predominancia de su localización. (Paredes‐López y Harry 1989).

5. Efecto de la FES sobre las propiedades nutracéuticas de leguminosas

a. Actividad antioxidante

La FES podría incrementar el contenido de fenólicos y la actividad antioxidante

de semillas y legumbres con lo que se incrementaría el potencial benéfico en la

salud. Vargas y col analizaron el potencial nutracéutico de harinas precocidas de

maíz y de frijol, reportando que la harina de Tempe tuvo mejores características al

presentar un contenido alto de fenólicos totales, DPPH y de ORAC de 23.3 mg EC/g,

62.3% y 87.9 µml TE/g respectivamente, en comparación con la muestra de maíz

extrudido. Reyes-Bastidas (2014) reportó un incremento de la actividad antioxidante

de la harina de frijol común fermentada, de 19.85% de la harina sin fermentar a 37.83

% de la harina fermentada; este valor es cercano a los obtenidos por frijoles oscuros,

por lo que los investigadores concluyen que la fermentación representa una
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alternativa para añadir potencial nutracéutico a frijoles claros como lo es el azufrado

higuera, altamente consumible en el noroeste de México.

b. Actividad antimutagénica

Reyes- Moreno y col (2014) reportaron actividad antimutagénica en bebidas

preparadas con maíz extrudido y frijol fermentado, la mezcla mostro valores de

inhibición de mutagenicidad: 48.37% (100 µg/tubo), 77.06% (500 µg/tubo) y 77.63%

(1000 µg/tubo); indicando que a concentraciones máximas, la mezcla puede

considerarse como un antimutágeno fuerte.

c. Actividad anticancerígena

Los compuestos fenólicos se consideran posibles agentes para combatir cáncer

los cuales se ven incrementados en leguminosas mediante el proceso de FES

(McCUE y col 2004). El almidón resistente tiene efectos benéficos sobre distintos

tipos de cáncer (Cardador-Martinez y col 2006). En garbanzo, este tipo de almidón se

vio incrementado tras la cocción, previa a la fermentación (Sánchez-Magaña y col

2014), debido a la retrogradación de la amilosa durante el procesamiento térmico, lo

que podría aumentar sus efectos benéficos sobre el cáncer.

d. Actividad antihipertensiva

Para valorar la capacidad antihipertensiva se calcula el IC50, que se define como

la concentración requerida para inhibir el 50% de la actividad de la ECA, entre menor

sea el valor, significa que el inhibidor tiene mayor potencial hipertensivo. Guzmán-

Uriarte y col (2013) analizaron el potencial antioxidante e hipertensivo de frijol común
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bioprocesado por FES, en cuanto a la actividad hipertensiva encontraron valores de

IC50 0.0117 vs 79.22 µg/mL para la harina de frijol bioprocesada y la harina de frijol

común sin bioprocesamiento, respectivamente. Durante el bioprocesamiento por FES

existe liberación de sustancias bioactivas como fitoquímicos capaces de inhibir ECA.

e. Actividad hipoglucemiante (antidiabética)

Los inhibidores naturales α- amilasa y α- glucosidasa provenientes de alimentos

vegetales son una excelente alternativa para el control de la hiperglicemia post-

prandial, brindando beneficios sin los efectos negativos de los fármacos utilizados

con este fin. El grado alimenticio de los inhibidores α- amilasa y α- glucosidasa de los

extractos garbanzo bioprocesado por FES (añadido con sus cascaras), son

potencialmente seguros, y es por esto que son una alternativa para la modulación de

la digestión de carbohidratos y control para el índice glicémico de productos

alimenticios. La FES puede ser una estrategia eficiente para mejorar el contenido

fenólico, actividad antioxidante y contenido de enzimas inhibidoras asociadas con

diabetes (Sánchez-Magaña y col 2014).



59

IV. JUSTIFICACIÓN

El frijol común es una fuente importante de compuestos fenólicos (ácidos

fenólicos, flavonoides) con alta actividad antioxidante e hipoglucemiante, los cuales

incrementan significativamente durante la fermentación en estado sólido con

diferentes microorganismos. Sin embargo, no existen reportes acerca del efecto de la

fermentación en estado sólido con el hongo Rhizopus oligosporus sobre los perfiles y

niveles de compuestos fenólicos con actividad antioxidante e hipoglucemiante en

frijol común. Este estudio es necesario para definir el posible beneficio antioxidante y

el potencial hipoglucemiante de esta leguminosa fermentada.
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V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios ocasionados por el bioproceso de fermentación en estado

sólido con el hongo Rhizopus oligosporus en los perfiles y niveles de compuestos

fenólicos, así como, en actividad antioxidante y potencial hipoglucemiante de frijol

común cv Azufrado Higuera y Negro Jamapa.

B.OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el efecto de las etapas del proceso de fermentación en estado sólido

(FES) sobre el contenido de compuestos fenólicos hidrófilicos totales de frijol

común.

2. Identificar y cuantificar compuestos fenólicos hidrófilicos individuales en harinas de

frijol común sin procesar y de cada una de las etapas del bioproceso de FES.

3. Analizar el efecto de las etapas del proceso de FES sobre la actividad antioxidante

(ABTS, DPPH, ORAC) de extractos de fitoquímicos hidrófilicos de frijol común.

4. Determinar el efecto de las etapas del proceso de FES sobre el potencial

hipoglucemiante de extractos de fitoquímicos hidrófilicos de frijol común.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Se utilizaron dos variedades de frijol común (Phaseolus vulgaris L), variedad

azufrado higuera y variedad negro Jamapa como material de estudio. Una vez

adquirido el material se limpió y almacenó en recipientes de plástico, cerrados

herméticamente, a 8-10 °C hasta su uso. Para llevar a cabo la fermentación se utilizó

el microorganismo Rhizopus oligosporus NRRL 2710 (American Type Culture

Collection, Manassas, USA).

B. METODOS

1. Características físicas del grano de frijol común (P. vulgaris)

a. Dimensiones

La determinación se realizó a 25 granos seleccionados al azar, utilizando un

vernier. La medición se hizo por triplicado.

b. Peso de 100/1000

Se determinó el peso de 100/1000 granos seleccionados al azar en una balanza

OHAUS (Mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co., EUA). La determinación se realizó

por triplicado.
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c. Peso hectolítrico

Se determinó utilizando un recipiente de acero inoxidable de 1 L de capacidad,

los resultados obtenidos se reportaron como kg/hL. Se reportó el promedio de diez

repeticiones.

d. Calibre

Se medirá contando el número de granos en 30 g de muestra. Se utilizó una

balanza OHAUS (mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co., EUA). Se reportó el

promedio de cinco repeticiones.

2. Obtención de las harinas de frijol común

Los granos enteros de frijol común fueron sometidos a molienda para la

obtención de la harina de frijol sin procesar (HFSP=harina de frijol sin procesar). Para

obtener harina de testa (HT) y cotiledón cocido (HCC), los granos enteros se

remojaron 4 horas en agua destilada; relación 1:3 (p/v). Posterior al tiempo de remojo

las testas fueron removidas manualmente, se secaron y molieron para pasar a través

de una malla 80, se empaquetaron y almacenaron a (4°C). Los cotiledones fueron

sometidos a cocción ácida durante 90ºC por 30 min, con relación 1:3 (p/v). Se

drenaron y secaron superficialmente a temperatura ambiente y molieron, se

empaquetaron y almacenaron a (4 °C) (Figura 6). Las harinas de testa y cotiledón

cocido fueron mezcladas para obtener HFRC (HFRC= Harina de frijol remojo-

cocción). Para la obtención de las harinas de cotiledón fermentado (HCF) se utilizó el

procedimiento de Guzmán-Uriarte y col (2013) y Sánchez-Magaña y col (2014) con

modificaciones.
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Figura 6. Diagrama de flujo para la obtención de harinas de frijol común

(Phaseolus vulgaris cv. Azufrado higuera y negro Jamapa).
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a. Preparación del sustrato

Se pesaron 200 gr de cada muestra, los granos enteros se remojaron por 4 h en

agua destilada; relación 1:3 (p/v). Posterior al tiempo de remojo las testas fueron

removidas manualmente, se secaron y molieron para pasar a través de una malla 80,

se empaquetaron y almacenaron a (4ºC). El remojo y descascarillado son pasos que

sirven para acondicionar el grano, con el fin de permitir la acción del hongo, la

penetración de la enzima y el crecimiento del micelio adecuado. Los cotiledones

fueron sometidos a cocción ácida durante 90ºC por 30 min, con relación 1:3 (p/v). Se

drenaron y secaron superficialmente a temperatura ambiente.

b. Inoculo

Para la fermentación se utilizó la cepa Rhizopus oligosporus NRRL 2710. La

cepa liofilizada se propagó en agar de papa dextrosa, en tubos inclinados a 35ºC

hasta que el cultivo alcanzó la esporulación adecuada. Los cultivos se guardaron en

refrigeración a 4ºC hasta su uso. Las esporas se cosecharon con agua destilada

estéril y la concentración de la solución obtenida se ajustó para obtener la

concentración de esporas requeridas (1 x 106/mL) empleando el método de Mc

Farland (Leptospira LABORATORY 1997).

a) Fermentación

Para realizar la fermentación, se añadió suspensión de esporas (1 x 106

esporas/mL) a los cotiledones en una relación de 3 mL por cada 100 g de sustrato.
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La muestra, una vez inoculada, se colocó en bolsas de polietileno de 15 x 25 cm con

perforaciones hechas a 4 cm de distancia. Las condiciones de FES se obtuvieron

siguiendo la metodología de León-Murillo (2016), temperatura de fermentación= 33.5

°C / tiempo de fermentación= 108 h. El frijol bioprocesado se secó (50 °C/ 8 h), se

enfrió a 25° C y posteriormente se molió y almacenó para la obtención de harina de

cotiledón fermentado. Para obtener la harina de tempe se repitió el mismo proceso y

los cotiledones fermentados, se mezclaron con sus correspondientes testas

molturadas, se empacaron y mantuvieron a 4° C en recipientes correctamente

cerrados.

3. Obtención de los extractos de fitoquímicos libres

La extracción de fitoquímicos se realizó en las harinas obtenidas durante

diferentes etapas del proceso de fermentación en estado sólido de frijol común,

HFSP, HT, HCC, HFRC y HCF. Para la obtención de los extractos libres se siguió el

procedimiento descrito por Adom y Liu (2002). Los fitoquímicos 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 5000 x

g/10ºC durante 10 min. El sobrenadante se concentró en un tubo cónico a 45ºC a

presión baja (Apud Vac Concentrator, Thermo Elector Corporation) hasta un volumen

de 2mL, se secaron y almacenaron a 4ºC. Estos extractos se utilizaron para analizar

compuestos fenólicos, identificación de compuestos fenólicos, actividad antioxidante

(ABTS, DPPH, ORAC) e inhibición de enzimas (α-amilasa y α-glucosidasa).
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4. Determinación de compuestos fenólicos totales

Para determinar la concentración de compuestos fenólicos (libres) se empleó el

método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton y col (1999). En viales

de 2 mL, se agregaron 20 µl de una solución estándar de ácido gálico para construir

una curva de calibración y 20 µL de muestra (por cuadruplicado), y se utilizó agua

destilada y posteriormente se les agregó 100 µL de Folin-Ciocalteu, se anexaron 300

µL de NaCO3 al 7% y se dejó reposar durante 8 minutos. Una vez transcurridos los 8

minutos, se agregaron 380 µL de agua destilada hasta a completar 2 mL. Obtenidos

los 2 mL se dejó reposar 90 minutos en oscuridad. Transcurridos los 90 minutos se

procedió a realizar la lectura en un espectrofotómetro (UV-vis Genesys 10 UV

Thermo Electron Corporation, Madison, WI, EE.UU) a 765 nm. Los resultados se

expresaron como mg equivalentes de ácido gálico (GAE) / 100 g de muestra, bs.

5. Identificación de compuestos fenólicos

Para determinar el perfil de compuestos fenólicos se analizaron 10 μL del

extracto etanólico (previamente purificado, Figura 7) con un equipo de UPLC-DAD

ACCELA (Thermo Fisher Scientific, Inc, Whaltman, USA) acoplado a un detector de

masas LTQ-DO utilizando una fuente de ionización por electrospray. La separación

se realizó en una columna FORTIS C18 (50 x 2.1 mm) (Fortis Technologies LTD.,

Cheshire, Inglaterra). La fase móvil consistió de agua-ácido fórmico al 1 % (A) y

acetonitrilo (B)



67

Figura 7. Proceso de limpieza de extractos libres de frijol común P. vulgaris L.
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inyectándose al HPLC con una velocidad de flujo de 0.2 mL/min. El tiempo total

de corrida fue de 50 minutos. La detección se realizó a 280, 320 y 350 nm. La

identificación de compuestos fenólicos en la muestra se realizó por comparación de

los tiempos de retención y espectros de los picos cromatográficos con los de

estándares comerciales y por espectrometría de masas.

6. Evaluación de Actividad Antioxidante

a. ABTS

Este ensayo se realizó de acuerdo a lo descrito por Re y col (1999). La AAox se

determinó a los extractos de compuestos fenólicos libres por el método del ácido 2,2-

azinobis-(3-etilbenzotioazolín-6-sulfónico) (ABTS) para compuestos hidrofílicos;

procedimiento basado en la captación por los antioxidantes del radical catión ABTS·+

generado en el medio de reacción. El radical catión del ABTS posee una coloración

verde-azulada con una longitud de onda de 734 nm. En este método los

antioxidantes se añaden una vez el ABTS ·+ se ha formado y se determina entonces

la disminución de la absorbancia debida a la reducción del radical, es decir de la

decoloración de este. El radical ABTS·+ se obtuvo tras la reacción de ABTS (7mM)

con persulfato potásico (2.45 mM) incubados a temperatura ambiente (25ºC) y

oscuridad durante 12-16 h. Después la solución de ABTS+ se diluiyó con agua

desionizada para obtener una solución de trabajo de ABTS+. La reacción entre la

solución de trabajo de ABTS+ y muestras con diferentes concentraciones se iniciaron

y almacenaron (25ºC) hasta que la reacción fue completada. La disminución de
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coloración se monitoreo en un Lector de Microplacas a 734 nm y se expresó como

porcentaje de inhibición de ABTS, la cual fue comparada con una curva estándar de

Trolox. Los datos se expresan como µmol equivalentes de Trolox (ET)/100 g de

muestra seca. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

b. DPPH

Para cuantificar la capacidad captadora de radicales libres de los extractos se

determinó el grado de decoloración que provocan sus componentes a una solución

etanólica de DPPH mediante el método de Brand- Williams (1995) con algunas

modificaciones. Se preparó una solución madre de DPPH aproximadamente 20 mg/L

del radical en metanol, 990 µL de esta solución se mezclaron con 10 µL de solución

de extracto a diferentes concentraciones. Se preparó un blanco de muestra con 990

µL de etanol y 10 µL de muestra y un blanco de referencia con 990 µL de DPPH y 10

µL de solvente. Se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos en la

oscuridad y se midió la absorbancia a 517 nm. Los resultados se expresan como

µmol equivalente de Trolox /100g muestra, bs.

c. ORAC

La capacidad antioxidante se determinó utilizando el método de capacidad de

absorbancia de radicales de oxigeno (oxygen radical absorbance capacity, ORAC),

desarrollado para compuestos hidrofílicos (Ou y col 2001; Prior y col 2005). La

degradación 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
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grado de inhibición de los antioxidantes (fitoquímicos) atrapa los radicales libres. Se

preparó la solución generadora de radicales libres (2-2’-Azobis-aminopropano) AAPH

agregando 0.207 g del reactivo y se afora en un matraz de 5mL. La fluoresceína se

preparó a una concentración de 0.1 µM, a 25 µL de muestra se le agregó 150 µL de

fluoresceína y se mezcló agitando a 1200 rpm por 20 seg la reacción inicia al agregar

25 µL de AAPH. La fluorescencia se mide a 485 nm de excitación y 583 nm de

emisión. La reacción de los radicales peroxilo genera la perdida de fluorescencia con

el tiempo como se indica en la siguiente reacción:

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

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

ROO* + AH – ROOH + A*

ROO* + A* > ROOA

El efecto de un antioxidante es integrado por el área neta bajo la curva sobre la

perdida de la fluorescencia (AUC) (AUCAOX – AUCno AOX). Los resultados se

expresaron como micromoles (µmol) Trolox (TE) por 100 g de base seca (µmol de

TE/100g, bs).

7. Actividad hipoglucemiante

a. Inhibición de α-amilasa

Se usó colorimetría del ácido 3,5-dinirosalicílico (McCue y col 2005). Se preparó

una solución de α-amilasas a una concentración de 2U/mL en buffer de fosfatos de
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potasio pH 6.9 al 0.2 mM con 6.7 mM de NaCl. La cantidad de 50µL de muestra se

mezcló con 50 µL de enzima y se incubo a 37ºC por 10 min, luego se le agregó 83µL

de solución de almidón al 1% en buffer de fosfatos de potasio pH 6.9 al 0.2 mM con

6.7mM de NaCl. Luego de 5 min de incubación a 37ºC se detiene la reacción con 165

µL de ácido dinitrosalicílico en baño de agua hirviendo por 10 min, se enfría y diluye

a 1656 mL con agua. Se midió a una absorbancia a 540 nm. Los datos se reportan

como porcentaje de inhibición de α-amilasa (%IAA). Se utilizó una curva de acarbosa

como control y los resultados se expresan como µg equivalentes de acarbosa (EA)

por 100 gramos de muestra.

b. Inhibición de α-glucosidasa

La inhibición de α-glucosidasa se midió según la metodología de López- Angulo y

col (2014) con ligeras modificaciones. En una microplaca de 96 pocillos, se

agregaron (50 mL) de las alícuotas de las muestras y mezclaron con 10 µL de la α-

glucosidasa (0.5 U/mL) en buffer de fosfato (0.1 M, pH 6.9); la microplaca se incubó

durante 10 min a 37ºC y se añadieron 50 µL de p-nitrofenilo-glucopiranósido en

buffer de fosfato (5mM) a cada pocillo. Nuevamente, la microplaca se incubó (37ºC /

10 min) y se midió la absorbancia a 405 nm utilizando un Lector de Microplacas

(SynergyTM , BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA). Los datos se reportaron como

porcentaje de inhibición de α-glucosidasa (%IAG). Se utilizó una curva de acarbosa

como control y se reportaron resultados como µg equivalentes de acarbosa (EA) por

100 gramos de muestra.
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8. Análisis estadístico

Los resultados se analizaron por medio de un análisis de varianza (ANOVA)

factorial, seguido por comparación de medias aplicando la prueba de rangos

múltiples de Duncan con un nivel de significancia del 5%.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A. CARACTERIZACIÓN FÍSICA DEL GRANO DE FRIJOL COMÚN (Phaseolus

vulgaris L)

Las características físicas del grano se muestran en el Cuadro 10. Estas

características son de gran importancia debido a que brindan importante atractivo

visual para la comercialización y las formas de consumo de este grano. El frijol

común azufrado higuera obtuvo valores promedio en sus dimensiones de 13.35 mm,

7.65 mm y 6.50 mm para largo, ancho y grosor, respectivamente. Las medidas de

frijol negro jamapa fueron 9.92 mm, 6.41 mm y 4.23 para largo, ancho y grosor

respectivamente. El tamaño de semilla está asociado con la domesticación del grano

de frijol y lo distingue de muchos tipos de frijol para el consumo humano (Schmutz y

col 2014). Con respecto al peso de 100 granos los valores fueron de 49.1 g y 21.03 g,

para azufrado higuera y negro Jamapa, respectivamente. Siendo las primeras

clasificadas de tamaño grande (>40 g/ 100 semillas) y las segundas de tamaño

pequeño (hasta 25 g/ 100 semillas).

El peso hectolítrico fue de 83.35 kg/hL y 80.39kg/hL para azufrado higuera y

negro jamapa, respectivamente. Este parámetro es el mejor conocido por los

productores, se define como el peso en kilogramos de un volumen de grano de 100

litros. Este valor estima la calidad física del grano. Por último el % de testa para el

frijol azufrado higuera fue de 7.16% y negro Jamapa con 10.17%, resultados que

concuerdan con Iniestra-Gonzáles y col (2005) con valores de % testa de 7.7 – 8.6

para frijoles azufrados y de 10.2 – 11.9 para frijoles negros. Este parámetro se

relaciona con el
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Cuadro 10. Características físicas de los granos de frijol común (Phaseolus vulgaris

L)

Característica física Frijol común

Azufrado Higuera Negro Jamapa

Dimensiones (mm)

Largo 13.35 ± 1.33 9.92 ± 0.79

Ancho 7.65 ± 0.39 6.41 ± 0.56

Grosor 6.50 ± 0.47 4.23 ± 0.36

Peso de 100 granos (g) 49.1 ± 0.6 21.03 ±0.55

Peso hectolítrico (kg/hL) 83.35 ± 0.73 80.39±0.52

%Testa 7.16 ± 0.43 10.17 ± 0.12
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color de la testa, siendo los de mayor % testa los granos de colores oscuros (Pérez-

Herrera y col 2002). Otros autores han indicado que este parámetro es determinante

en el tiempo de cocción del frijol y otras leguminosas sin embargo Pérez-Herrera y

col (2002) encontraron una corelación baja (r= 0.28) entre % testa y tiempo de

cocción , reportando que esto depende en gran medida a las diferencias en la

capacidad de imbibición de las variedades de frijol y no de otros componentes

estructurales del grano. Gómez-Favela y col (2017) reportan que en variedades de

garbanzo con % mayor testa necesitaron más tiempo para alcanzar la saturación de

agua comparado con granos de cascara delgada

B. EFECTO DEL PROCESO DE FES SOBRE EL CONTENIDO DE COMPUESTOS

FENÓLICOS HIDRÓFILICOS TOTALES DE FRIJOL COMÚN

1. Efecto de las etapas previas (remojo-cocción) a la FES sobre el contenido

de fenólicos hidrofílicos totales de harinas de frijol común

El contenido de fenólicos totales (CFT) de la harina de frijol común (P. vulgaris)

sin procesar (HFSP=harina de frijol sin procesar), harina de frijol obtenido después

de las etapas de remojo y cocción (HFRC=harina de frijol remojado-cocido), harina

de cotiledón cocido (HCC) y harina de testas (HT) de las variedades azufrado

higuera y negro jamapa se muestra en el Cuadro 11.

El CFT de HFRC fue significativamente (p<0.05) menor que en HFSP en ambas

variedades de frijol, lo cual significa que las etapas previas (remojo-cocción) a la FES

ROBERTO GUTIÉRREZ DORADO
Incluir aquí que variables que fueron analizadas por correlación

ROBERTO GUTIÉRREZ DORADO
Incluir aquí información del artículo de Gómez-Favela y Col 2017, publicado en la Revista Mexicana de Ingeniería Química
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Cuadro 11. Contenido de fenólicos totales (CFT) en harinas de frijol común sin

procesar y remojado cocido.

Frijol Muestra CFT *

Azufrado Higuera

HFSP 1 70.20 ± 2.90 b

HFRC 2 59.75 ± 3.45 c

HCC 3 44.09 ± 3.32 d

HT4 15.66 ± 0.17 f

Negro Jamapa

HFSP1 75.76 ± 5.32 a

HFRC2 69.72 ± 0.73 b

HCC3 36.68 ± 0.62 e

HT4 33.03 ± 0.37 g

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas ± desviación estándar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p≤0.05);

1 Harina de frijol sin procesar 2 Harina de frijol remojado-cocido 3 Harina de cotiledón

cocido 4 Harina de testa; *mg EAG/100g de HFSP o HFRC (bs)
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disminuyeron el contenido de CFT en un 14.89% en la variedad azufrado higuera

y un 7.97% en la variedad negro jamapa. En ambas variedades el CFT presente en

HCC representó una mayor proporción (73.79%) en HFRC que HT (26.21%), a pesar

de que la HT presentó una mayor concentración de CFT (218.7 – 324.0 mg

EAG/100g de HT) que HCC (40.8 – 45.4 mg EAG/100g de HCC). Esto se debe a que

HCC representa una mayor proporción (92.84%) en HFRC que HT (7.16%) en el

grano.

Durante la preparación de tempe los granos se descascarillan (separación de la

testa de los cotiledones) en una etapa previa a la FES, remojándolos regularmente

en una disolución de ácido acético. Remojar en agua acidificada facilita en gran

medida el descascarillado y garantiza una hidratación completa incluso de los granos

más duros. Sin embargo, en la presente investigación el remojo fue realizado en

agua sin acidificar, para evitar pérdidas importantes durante esta etapa de

proantocianidinas, y antocianinas presentes principalmente en el frijol de la variedad

negro jamapa, ya que estos compuestos son altamente solubles en agua acidificada.

El propósito de descascarillar los granos es solo para fermentar los cotiledones,

los cuales son un sustrato más accesible para el desarrollo y crecimiento del hongo

(facilita el acceso del hongo a los nutrimentos del sustrato); es importante decir que

el hongo no puede crecer en el grano entero. Diversos autores han reportado que en

esta etapa de remojo existe una pérdida importante de compuestos fenólicos. En el

proceso de remojo el agua entra al grano por absorción molecular, absorción capilar

e hidratación, brindando un incremento de volumen en el grano. La reducción de
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compuestos fenólicos puede ser atribuida a la lixiviación de fenólicos en el medio de

remojo (Xu y Chang 2008).

La etapa de cocción es aplicada a los cotiledones con el fin de eliminar bacterias

que puedan interferir con la fermentación, destruir factores antinutricionales y liberar

los nutrientes requeridos para el crecimiento del hongo. El agua de cocción es

retirada y los cotiledones son extendidos sobre una base con perforaciones. Este

último paso es indispensable para eliminar el exceso de agua pues esto provocaría el

crecimiento de bacterias, deterioro del tempe, y menor vida de anaquel. Muchas

veces, esta etapa de cocción se realiza en agua acidificada, para favorecer el

crecimiento posterior del hongo, ya que éste crece pH bajos, y además restringir el

crecimiento de posibles bacterias de descomposición durante el proceso de FES. Sin

embargo, durante la etapa de cocción de los cotiledones, también existen pérdidas

importantes de compuestos fenólicos en el agua de cocción, la cual es retirada de los

granos cocidos (Xu y Chang, 2008; 2011).

2. Efecto de la FES sobre el contenido de fenólicos hidrofílicos totales de

harinas de frijol común

En el Cuadro 12 se presenta el contenido de compuestos fenólicos totales en

harinas de cotiledón cocido de frijol común, de las variedades azufrado higuera y

negro jamapa. Se puede observar que el cotiledón cocido de la variedad negro

jamapa presentó un contenido significativamente mayor (79.08 mg EAG/100g de

muestra, bs) de compuestos fenólicos totales que la variedad azufrado higuera

(47.49 mg EAG/100g de muestra, bs). Estos valores concuerdan con los
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Cuadro 12. Contenido de compuestos fenólicos totales (CFT) en harinas de

cotiledón cocido de frijol común sin fermentar y bioprocesado por FES

Frijol Muestra CFT*

Azufrado
Higuera

HCC1 47.49 ± 3.58 d

HCF 2 117.77 ± 0.05b

Negro
Jamapa

HCC1 79.08 ± 0.55 c

HCF2 164.47 ± 1.75a

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas ± desviación estándar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p≤0.05);

1 Harina de cotiledón cocido 2 Harina de cotiledón fermentado *mg EAG/100g de

muestra en base seca
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reportados por diversos investigadores para frijol común (Guzmán Uriarte y col,

2013; Rochín-Medina y col, 2015; Nyau y col, 2016).

En el Cuadro 12 también se muestra el contenido de compuestos fenólicos

totales en harina de cotiledón de frijol bioprocesado por FES. Al analizar el efecto del

bioproceso de FES sobre el contenido de compuestos fenólicos nos damos cuenta

que en ambas variedades de frijol, este bioproceso, de manera general causó

aumento en el contenido de compuestos fenólicos totales (+148% en la variedad

azufrado higuera y +108% en la variedad negro Jamapa).

Este incremento en el CFT ha sido reportado en nuestro equipo de trabajo por

Guzmán Uriarte y col (2013) en frijol común azufrado higuera y Rochín Medina y col

(2015) en frijol Negro Nayarit, ambos autores atribuyen el aumento producido por la

FES a la acción de la enzima β-glucosidasa que cataliza la liberación de agliconas

del sustrato incrementando el CFT.

Otras investigaciones como la de Lee y col (2008) concuerdan con lo

mencionado anteriormente, reportando que el CFT incrementa en frijol negro

fermentado con diferentes hongos atribuyendo este incremento a la capacidad que

tienen estos microorganismos de producir enzima β-glucosidasa. Sin embargo, se ha

reportado que distintas enzimas hidrolíticas producidas durante la FES están

asociadas con la liberación de compuestos fenólicos (Robledo y col 2008; Cho y col

2009). Los resultados en el perfil de compuestos fenólicos obtenido después de la

FES de los cotiledones de las variedades de frijol estudiadas en este trabajo, será

descrito y discutido ampliamente en una sección posterior.
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C. EFECTO DEL PROCESO DE FES SOBRE EL PERFIL Y CONTENIDO DE

COMPUESTOS FENÓLICOS HIDROFÍLICOS INDIVIDUALES IDENTIFICADOS EN

FRIJOL COMÚN

1. Identificación de compuestos fenólicos hidrofílicos individuales en frijol

común variedades azufrado higuera y negro Jamapa

En el presente trabajo de investigación fueron identificados diferentes

compuestos fenólicos de naturaleza no-flavonoide, como los ácidos hidroxicinamicos,

y flavonoides, como flavonoles y flavanoles en las harinas obtenidas a partir de frijol

azufrado higuera y negro Jamapa. En el Cuadro 13 se presenta la longitud de onda

de máxima absorción UV y los iones moleculares de los compuestos identificados

por HPLC-DAD-MS; estos compuestos se muestran agrupados de acuerdo a la

similitud en su estructura fenólica.

Los cromatogramas de HCC y HCF son presentadas en las Figuras 8 y 9 para

observar el efecto de la FES con el hongo R. oligosporus sobre el perfil de

compuestos fenólicos en frijol común azufrado higuera y negro jamapa.

En la Figura 8 se muestran los cromatogramas de HCC y HCF de frijol azufrado

higuera, en los cuales se identificaron un total de 14 compuestos fenólicos. Los picos

1, 3 y 4 presentaron un espectro UV similar al del ácido ferúlico. En el análisis

obtenido por HPLC-MS, estos picos presentaron un ion molecular negativo [M-H]- de

m/z 385 correspondiente a un ácido aldárico (galactárico o glucárico) ligado a el
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ácido ferúlico, y dos iones de fragmentación, [M-H]- de m/ z 193 correspondiente a

residuo de ácido
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Cuadro 13. Identificación de compuestos fenólicos en extractos etanólicos de frijol común variedad azufrado higuera y

negro Jamapa por HPLC-DAD-MS.

Identificación tentativa UV (nm)

Ión
Molecular
[M-H]- Fragmentos (m/z) Referencia

Catequina conjugada 233, 245, 325 289 205 Dueñas y col (2015)

Ác. Trans- p- Cumaroíl aldárico 312 355 209, 193, 163 Dueñas y col (2015)

Ác. Trans-feruloíl aldárico 326 385 209, 193 Mekky y col (2015)

Ác. Ferúlico 300, 320 193 193, 175 Li y col (2017)

Miricetina 254, 372 317 López y col (2013)

Miricetina-3-O-glucósido 238, 255, 353 479 316, 271, 256 Mujica y col (2012)

Quercetina-3-(6´malonil)-glucósido 238, 256, 353 549 505, 463, 300, 271 Mekky y col (2015)

Quercetina-O-acétil hexósido 254, 368 505 463, 301 Mekky y col (2015)

Quercetina -3-O-glucósido 238, 256, 353 463 301 Lin y col (2008)

Kaempferol -3-O-glucósido 264, 346 447 285 Mujica y col (2012)

Kaempferol-3-(6´malonil)-glucósido 260, 300, 347 533 511, 489, 307, 285 Mujica y col (2012)

Kaempferol-O-acilhexósido 350 489 285 Dueñas y col (2016)

Kaempferol 232, 246, 366 285 259, 239 Mekky y col (2015)

Trímero de procianidina 280 1083 863, 575 Ross y col (2009)

Dímero de procianidina digalato 282 1067 881, 777 Ross y col (2009)

Genisteína 7-O-β-D-apiofuranosil-(16)-β-D-
glucopiranósido

254, 323 563 431, 269, 175 Mekky y col (2015)
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Figura 8. Separación de compuestos fenólicos extraídos con etanol al 80% a partir de las fracciones HCC (a) y HCF(b) de frijol
común azufrado higuera por LC-DAD- MS (280-350 uv). A, B, C. Compuestos no identificados 1. Ác. Trans-feruloíl aldárico 1, 2.
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Catequina conjugada, 3. Ác. Trans-feruloíl aldárico 2, 4. Ác. Trans-feruloíl aldárico 3. 5. Ác. Ferúlico, 6. Quercetina-3-(6´malonil)-
glucósido, 7. Quercetina-3-O-glucósido. 8. Kaempferol-3-O-glucósido, 9. Kaempferol-3-(6´malonil)-glucósido, 10. Kaempferol-O-
acilhexósido, 11.Kaempferol, 12. Tetrámero de procianidina, 13. Trímero de procianidina, 14. Dímero de procianidina digalato.

Figura 9. Separación de compuestos fenólicos extraídos con etanol al 80% a partir de las fracciones HCC (a) y HCF (b) de frijol común negro
Jamapa por LC-DAD- MS (280-350 UV). A, B, C. Compuestos no identificados 1. Catequina conjugada, 2.Ác. Trans-p-cumaroíl aldárico, 3. Ác.
Trans-feruloíl aldárico 1, 4. Ác. Trans-feruloíl aldárico 2, 5.Genisteína 7-O-β-D-apiofuranosil-(1->6)-β-D-glucopiranósido, 6. Ác. Ferúlico 7.
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Miricetina-3-O-glucósido, 8. Quercetina-3-O-glucósido, 9.Quercetina-O-acétil hexóxido, 10. Kaempferol-3-O-glucósido, 11.Miricetina,
12.Kaempferol-3-(6´malonil)-glucósido, 13. Trímero de procianidina, 14. Dímero de procianidina digalato.
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ferúlico, y [M-H]- de m/z 209 correspondiente a un residuo de ácido aldárico

(Figura 10 a). Estos compuestos han sido identificados como formas isoméricas de

ácido trans-feruloíl aldárico. Dueñas y col (2015) reportaron la existencia de ácidos

trans-feruloíl aldárico en frijol común P. vulgaris, además López y col (2013)

reportaron estos compuestos como mayoritarios en frijol común variedad tolosona.

Se identificaron varios glucósidos de quercetina y kaempferol en el análisis de

HPLC-MS. El pico 6 se identificó como Quercetina-3-O-glucósido, presento un ion

molecular negativo [M-H]- m/z 463 y produjo el ion de fragmentación m/z 301

(quercetina) al perder un residuo de hexosa [M-H]- m/z 162 (Figura 10 c). Este

compuesto fue propuesto como quercetina-3-glucósido o quercetina-3-galactósido

por Prati y col (2007), los cuales han sido reportados en frijoles y otras fabáceas. El

pico 7 presento un [M-H]- m/z 549 tiene el mismo espectro y fragmento de aglicona

que el pico 6, pero su ion molecular es 86 uma mayor que el pico 6 ó 248 uma veces

mayor que su aglicona, por lo que corresponde a quercetina-3(6’-malonil)-glucósido.

Este compuesto también fue reportado por Lin y col (2008) en extractos de frijol

común.

Los picos 8, 9 y 10 fueron identificados como kaempferol-3-O-glucósido, kaempferol-

3-(6´malonil)-glucósido, kaempferol-O-acilhexósido, respectivamente. El pico 8 fue

identificado como kaempferol-3-O-glucósido mostrando un ión molecular negativo [M-

H]-m/z 447 y un ion de fragmentación de m/z 285 (kaempferol) que se produjo al

perder un residuo de hexosa [M-H]-m/z 162 (Figura 10 b) (Abu Reidah y col 2012).
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Figura 10. Espectro de masas de los compuestos a) ácido ferúlico conjugado con

ácido aldárico, b) Kaempferol-3-O-glucósido y c) Quercetina-3-O-glucósido.
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El pico 9 tiene el mismo espectro y fragmento de aglicona que el pico 8, pero su

ion molecular es 86 uma mayor que el pico 8 ó 248 uma veces mayor que su

aglicona. Así, el pico 9 fue identificado tentativamente como Kaempferol-3-

(6´malonil)-glucósido (Lin y col 2008).

El pico 10 presentó un ion molecular negativo [M-H]- m/z 489 y produjo un ion de

fragmentación de m/z 285, sugiriendo una pérdida de una hexosa y un grupo acil

(Dueñas y col 2016). El pico 11 fue identificado como aglicona de kaempferol

comparándolo con su estándar comercial y análisis de masas, generando un ion

molecular negativo de [M-H]- m/z 285 (Mekky y col 2015). Otros compuestos de tipo

flavonoides detectados fue catequina conjugada (pico 2), tetrámero de procianidina

(pico12), trímero de procianidina (pico 13) y dinero de procianidina (pico 14). Estos

hallazgos concuerdan con lo reportado para frijol común P. vulgaris de distintos

autores (Abu Reidah y col 2012; López y col 2013). Además de estar presentes en

otras leguminosas como lentejas (Dueñas y col 2016), chicharillo (López y col 2013)

y garbanzo (Lin y col 2008). Los picos designados con letras A, B y C mostraron un

[M-H]- m/z 223, 263 y 180, respectivamente. El espectro UV para estos compuestos

vario en un rango de 240-270 nm. El ácido sinápico posee un [M-H]- m/z 223, sin

embargo su espectro UV (230, 320) no coincide con el espectro UV del pico A, por lo

cual este compuesto, al igual que el pico B, no fueron identificados. El aminoácido L-

tirosina posee un [M-H]- m/z 180 y un espectro UV de 230, 272 nm reportado por

Aguilera y col (2011) en frijol común. Además Reyes-Bastidas y col (2010) reportaron

un incremento de los aminoácidos aromáticos después de la FES, por lo que el pico

C se identificó tentativamente como L-tirosina.
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En la Figura 9 se muestran los cromatogramas de la HCC y HCF de frijol negro

jamapa, en los cuales se identificaron un total de 14 compuestos fenólicos,

incluyendo ácidos hidroxicinámicos libres, como el ácido ferúlico (pico 6). Este

compuesto fue identificado por comparación en los tiempos de retención y espectro

UV con su estándar comercial (Figura 11) y confirmado por espectrofotometría de

masas. Además de los ácidos hidroxicinámicos libres también se encontraron en

forma de esteres. En el análisis de HPLC-MS, el pico 2 presento un ion molecular

negativo de [M−H]− m/z 355 correspondiente a un ácido aldárico (galactárico o

glucárico) ligado a ácido p-cumárico, y dos iones de fragmentación m/z 163

correspondiente al residuo de ácido p-cumárico, y m/z de 209 correspondiente a un

residuo de ácido aldarico.

Los picos 3, y 4 han sido identificados como formas isoméricas de ácido trans-

feruloíl aldárico al igual que en el frijol azufrado higuera.

El pico 5 fue tentativamente identificado como Genisteína 7-O-β-D-apiofuranosil-

(1->6)-β-D-glucopiranósido al comparar su ion molecular negativo [M-H]-m/z 563 y su

patrón de fragmentación 431,269 y 175 con lo reportado por Mekky y col (2015).

Se identificaron 8 compuestos de tipo flavonoide en los extractos etanólicos de

frijol negro jamapa. El pico 7 fue identificado como miricina-3-O-glucósido,

presentando un ion molecular negativo [M-H]-m/z 479 y produjo el ion mayoritario

de fragmentación m/z 317 (miricetina) al perder un residuo de hexosa [M-H]-m/z 162.

Aparicio-Fernández y col (2005) afirman ser los primeros en reportar un glucósido de
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miricetina en P.vulgaris. Lin y col (2008) señalaron que miricina-3-O-glucósido fue el

principal flavonol presente en variedades negras de P. vulgaris.
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Figura 11. Espectro UV de ácido ferúlico. (a) Muestra y (b) Estándar comercial

Los picos 8 y 9 corresponden a quercetina-3-O-glucósido y quercetina-O-acétil

hexóxido, respectivamente. El análisis de masas para el pico 8 generó un ion

molecular negativo [M-H]- m/z 463, así como un fragmento de m/z 301 (quercetina)

correspondiente a la pérdida de un residuo de hexosa m/z 162. El pico 9 obtuvo un

[M-H]- m/z 505 y fragmentos de 463 y 301 lo que corresponden a la pérdida de un

residuo de hexosa m/z 162 y un grupo acétil m/z 42. Los picos 10 y 12 corresponden

a glucósidos de kaempferol reportados en frijoles pintos por Aguilera y col (2011).

El pico 10 fue identificado como kaempferol-3-O-glucósido mostrando un ion

molecular negativo [M-H]-m/z 447 y un ion de fragmentación de m/z 285 (kaempferol)

que se produjo al perder un residuo de hexosa [M-H]-m/z 162. El pico 12 tiene el

mismo espectro y fragmento de aglicona que el pico 10, pero su ion molecular es 86

uma mayor que el pico 8 ó 248 uma veces mayor que su aglicona. Así, el pico 9 fue

identificado tentativamente como Kaempferol-3-(6´malonil)-glucósido (Lin y col 2008).

Además se identificó la aglicona de miricetina m/z 317, esta aglicona también fue

reportada por Lin y col (2008) donde estudiaron 17 variedades de P. vulgaris y la

aglicona de miricetina fue identificada únicamente en variedades negras de P.

vulgaris.



94

Los picos designados con letras A, B y C al igual que en azufrado higuera

mostraron un [M-H]- m/z 223, 263 y 180, respectivamente y el espectro UV para

estos compuestos vario en un rango de 240-270 nm. Los picos A y B se reportaron

como compuestos no identificados y el pico C fue identificado tentativamente como

L-tirosina.

2. Efecto de las etapas previas (remojo-cocción) a la FES sobre el contenido

de compuestos fenólicos hidrofílicos individuales de harinas de frijol

común

En el Cuadro 14 se presenta el contenido de compuestos fenólicos hidrofílicos

individuales identificados en harinas de frijol común sin procesar y remojado-cocido,

de las variedades azufrado higuera y negro jamapa. Se puede observar que el frijol

sin procesar de la variedad azufrado higuera presentó una cantidad

significativamente mayor (243.23 µg/g) de compuestos fenólicos identificados que la

variedad negro jamapa (161.32 µg/g). Los compuestos identificados en estas

variedades de frijol correspondieron a los grupos ácidos hidroxicinámicos, flavanoles,

flavonoles e isoflavonas. En la literatura se ha reportado que los compuestos

fenólicos no flavonoides como los ácidos hidroxibenzoicos y los ácidos

hidroxicinámicos se encuentran en mayor contenido en el cotiledón, mientras que los

flavonoides su mayor contenido se encuentra en la cubierta seminal (cascarilla o

testa) de la semilla (Akillioglu y col 2010). En el presente trabajo de investigación

este no fue el caso, ya que tanto el cotiledón como la testa de las dos variedades

estudiadas presentaron mayores contenidos de flavonoides que de ácidos
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hidroxicinámicos (datos no mostrados). El frijol variedad azufrado higuera sin

procesar presentó un mayor contenido de flavonoles (180.93 µg/g), con un 74.40%

de los compuestos fenólicos totales identificados, seguido por el contenido de

flavanoles (43.30 µg/g) y ácidos hidroxicinámicos (18.99 µg/g) los que representan el

17.80% y 7.81%, respectivamente, del total de los compuestos fenólicos identificados.

En esta variedad de frijol no fueron identificados compuestos fenólicos

correspondientes al grupo de las isoflavonas.
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Cuadro 14. Contenido de compuestos fenólicos hidrofílicos individuales identificados en harinas de frijol común sin
procesar y remojado-cocido.

Azufrado Higuera Negro Jamapa
Componente (µg/g) HFSP1 HFRC 2

HFSP1 HFRC2

Ácidos hidroxicinámicos HCC3 HT4 TOTAL5 HCC3 HT4 TOTAL5

Ác. Trans feruloíl aldárico 1 nd nd nd nd 6.81 ± 0.16 a 3.13 ± 0.03 c 0.24 ± 0.01 d 3.37 ± 0.03 b

Ác. Trans feruloíl aldárico 2 6.05 ± 0.07 b 3.62 ± 0.09 d 0.18 ± 0.06 e 3.80 ± 0.10 cd 11.86 ± 0.05 a 3.77 ± 0.17 d 0.20 ± 0.01 e 3.97 ± 0.17 c

Ác. Trans feruloíl aldárico 3 6.85 ± 0.08 a 5.08 ± 0.11 c 0.23 ± 0.02 d 5.31 ± 0.11 b nd nd nd nd
Ác. Trans-p-cumaroíl aldárico nd nd nd nd 5.42 ± 0.03 a 2.18 ± 0.01 c 0.19 ± 0.02 d 2.38 ± 0.03 b

Ác. Ferúlico 6.08 ± 0.37 b 5.41 ± 0.03 c 0.22 ± 0.01 f 5.63 ± 0.03 c 8.25 ± 0.02 a 4.35 ± 0.13 e 0.31± 0.01 f 4.66 ± 0.12 d

Sub- total 18.99 b 14.12 e 0.63 h 14.75 c 32.34 a 13.44 f 0.96 g 14.40 d

Flavanoles
Catequina conjugada 7.99 ± 0.34 f 11.92 ± 0.19 e 0.76 ± 0.02 g 12.68 ± 0.17 d 18.13 ± 0.11a 15.55 ± 0.01 c 0.45 ± 0.00 h 16.01 ± 0.02 b

Tetrámero de procianidina 7.46 ± 0.42 a 4.67 ± 0.07 c 0.55 ± 0.01 d 5.23 ± 0.07 b nd nd nd nd
Trímero de procianidina 15.42 ± 0.26 cd 15.00 ± 0.74 d 2.30 ± 0.04 e 17.31 ± 0.75 c 33.47 ± 1.99a 31.07 ± 1.85 b 3.04 ± 0.01 e 34.12 ± 1.84 a

Dímero de procianidina digalato 12.41 ± 1.86 c 11.92 ± 0.05 c 1.70 ± 0.07 e 13.63 ± 0.07 b 16.74 ± 0.32a 9.93 ± 0.05 d 0.43 ± 0.01 f 10.36 ± 0.06 d

Genisteína 6 nd nd Nd nd 24.46 ± 0.10a 4.53 ± 0.14 b 0.20 ± 0.01 c 4.73 ± 0.15 b

Sub- total 43.30 e 43.53 e 5.32 f 48.85 d 92.80 a 61.11c 4.13 f 65.24 b

Flavonoles
Quercetina-3-(6´malonil)-
glucósido 8.44 ± 0.19 b 6.55 ± 0.20 c 3.12 ± 0.01 d 9.68 ± 0.20 a nd nd nd nd

Quercetina-3-O-glucósido 7.59 ± 0.21 d 6.72 ± 0.11 g 2.60 ± 0.04 h 9.33 ± 0.07 b 8.97 ± 0.01 c 7.32 ± 0.02 e 3.83 ± 0.00 g 11.15 ± 0.02 a

Quercetina-O-acétil hexósido nd nd nd nd 3.14 ± 0.01 b 2.82 ± 0.03 c 0.80 ± 0.02 d 3.62 ± 0.05 a

Kaempferol-3-O-glucósido 126.50 ± 5.49a 93.45 ± 5.20 c 21.82 ± 0.19 d 115.28 ± 5.13 b 7.37 ± 0.01 ef 6.04 ± 0.17 ef 5.08 ± 0.00 f 11.12 ± 0.17 e

Kaempferol-3-(6´malonil)-
glucósido 16.50 ± 0.35 c 22.11 ± 0.01 b 7.41 ± 0.21 d 29.52 ± 0.22 a 3.66 ± 0.05 f 3.08 ± 0.01 g 1.03 ± 0.02 h 4.11 ± 0.00 e

Kaempferol-O-acilhexósido 5.38 ± 0.06 c 7.97 ± 0.05 b 1.47 ± 0.01 d 9.44 ± 0.04 a nd nd nd nd
Kaempferol 16.50 ± 0.33 b 7.57 ± 0.11 d 13.01 ± 0.51 c 20.59 ± 0.62 a nd nd nd nd
Miricetina-3-O-glucósido nd nd nd nd 9.56 ± 0.08 b 8.85 ± 0.09 c 6.14 ± 0.01 d 14.99 ± 0.10 a

Miricetina nd nd nd nd 3.48 ± 0.06 b 2.49 ± 0.01 c 1.34 ± 0.00 d 3.84 ± 0.01 a

Sub- total 180.93 b 144.40 c 49.47 d 193.87 a 36.18 e 30.62 e 18.24 f 48.86 d

Total 243.23 b 202.06 c 55.43 g 261.17 a 161.32 d 105.17 f 23.34 h 128.52 e

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas ± desviación estándar. Medias con la misma letra en un mismo
renglón no son diferentes (Duncan, p≤0.05); 1 Harina de frijol sin procesar, 2 Harina de frijol remojado-cocido, 3 Harina
de cotiledón cocido, 4 Harina de testa; 5 Suma de HCC y HT, 6 Genisteína 7-O-β-D-apiofuranosil-(1->6)-β-D-
glucopiranósido
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En el caso de la variedad negro jamapa, éste presentó mayor contenido de

compuestos correspondientes al grupo de flavanoles (65.24 µg/g) que representan el

57.52% del total de fenólicos identificados, seguido del contenido de compuestos

flavonoles (36.18 µg/g), isoflavonas (24.46 µg/g) y ácidos hidroxicinámicos (32.34

µg/g) los que representan el 22.91%, 15.16% y 16.76%, respectivamente, del total de

los compuestos fenólicos identificados.

En el Cuadro 14 también se muestra el contenido de compuestos fenólicos

identificados en el grano de frijol remojado-cocido, así como el contenido de

compuestos fenólicos en las fracciones cotiledones y testas de este grano procesado

por remojo y cocción (etapas de acondicionamiento del grano para llevar a cabo el

bioproceso de FES). De manera general se observa que los cotiledones representan

un mayor contenido (77.37% en la variedad azufrado higuera y 81.83% en la

variedad negro Jamapa) de compuestos fenólicos en el frijol remojado-cocido, que

las cascarillas (testas), excepto para el caso del Kaempferol en la variedad azufrado

higuera; esto ocurrió a pesar de que las cascarillas presentaron concentraciones

(datos no mostrados) mucho mayores de cada uno de los compuestos fenólicos

identificados. Esto se debe, básicamente, a que los cotiledones representan un

porcentaje mayor al 90% del grano de frijol remojado-cocido. González de Mejía y col

(1999) observaron que las principales cantidades de compuestos de polifenoles se

encontraban en la cubierta de semilla de la variedad Flor de Mayo de frijol común

mexicano y representó el 11% de la semilla total, similar a lo encontrado en el

presente trabajo de investigación. Al analizar esta información por grupos de

compuestos fenólicos encontramos que los ácidos hidroxicinámicos presentes en los
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cotiledones representan entre el 93.33 y 95.73% del contenido de estos compuestos

en los granos de frijol remojados cocidos, mientras que en el caso de los flavanoles y

flavonoles presentes en los cotiledones, éstos representan 89.11 - 93.50% y 62.67 -

74.48% del contenido de este tipo de compuestos presentes en los granos de frijol

remojados-cocidos. En el caso de las isoflavonas, éstas solo fueron identificadas en

el frijol variedad negro jamapa, y su contenido en cotiledones representa un 95.77%

del contenido en el frijol remojado-cocido.

Al analizar el efecto de los procesos de remojo y cocción sobre el contenido de

compuestos fenólicos totales nos damos cuenta que en ambas variedades de frijol

estos procesos de manera general causaron disminución en el contenido de

compuestos fenólicos totales (-15.07% en la variedad azufrado higuera y 7.97% en la

variedad negro jamapa), sin embargo, este comportamiento no fue general para

todos los compuestos identificados en estos materiales de frijol. En el caso de los

compuestos fenólicos pertenecientes al grupo de los ácidos hidroxicinámicos los

procesos de remojo y cocción causaron una disminución (-22.33% y -35.54% para

azufrado higuera y negro jamapa, respectivamente), mientras que los compuestos

fenólicos pertenecientes al grupo de flavonoles aumentaron (+7.15% y +35.05% para

azufrado higuera y negro Jamapa, respectivamente) por efecto de estos procesos.

En el caso de los compuestos flavanoles, este grupo presentó un comportamiento

diferente en cada variedad de frijol frente al procesamiento por remojo y cocción; en

la variedad azufrado higuera, este grupo de compuestos aumentó (+12.82%),

mientras que en la variedad negro Jamapa, estos compuestos disminuyeron (-

11.46%). Para el caso de isoflavonas se puede observar que su contenido disminuyó
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(-80.66%) drásticamente por efecto de las etapas de remojo y cocción en los granos

de frijol variedad negro Jamapa. Guzmán-Tovar y col (2009) analizaron 16 genotipos

del frijol negro mexicano y reportaron una un alto contenido total de compuestos

fenólicos en la semilla cruda el cual se redujo (-50%) después del proceso de cocción,

aunque esta disminución fue diferente entre los genotipos estudiados. Al contrastar

estos resultados con los de la presente investigación, se puede decir que las

perdidas encontradas aquí fueron pequeñas (-7.38% y -15.07%) con los resultados

mencionados anteriormente (-50%).

En las siguientes secciones se presenta un análisis detallado del contenido de

compuestos fenólicos de manera individual para cada grupo identificado, así como el

efecto de los procesos de remojo y cocción sobre el contenido de estos compuestos

de manera individual.

a. Compuestos hidroxicinámicos

En el Cuadro 14 se presenta el contenido de compuestos fenólicos

hidroxicinámicos identificados en harinas de frijol común sin procesar y remojado-

cocido, de las variedades azufrado higuera y negro jamapa. La HFSP de la variedad

negro jamapa presentó un contenido ligeramente mayor (32.34 µg/g) de compuestos

hidroxicinámicos que la HFSP de la variedad azufrado higuera (18.99 µg/g). Estos

compuestos representaron el 7.81% y el 16.76% del total de compuestos fenólicos

identificados en azufrado higuera y negro jamapa, respectivamente. El ácido trans-

feruloíl aldárico fue identificado dos veces y es el mayoritario en frijol azufrado
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higuera (12.90 µg/g) y negro jamapa (8.67 µg/g), seguido del ácido ferúlico (6.08 µg/g)

y (8.25 µg/g), respectivamente. De acuerdo a estos resultados se puede decir que el

frijol común de ambas variedades es rico en ácido ferúlico y sus derivados aldáricos;

Además, el ácido trans-cumaroíl aldárico también fue identificado en la variedad

negro Jamapa, y presentó un contenido de 5.42 µg/g en HFSP. Se ha reportado en

literatura que los ácidos gálico, vanílico, cumarico, sinapico, ferúlico y clorogénico

son los principalmente encontrados en el frijol común, ya sea crudo o cocido

(Chávez-Mendoza y Sánchez 2017). Un estudio realizado por Espinosa-Alonso y col

(2006) demostraron que el ácido ferúlico fue el ácido fenólico principalmente

encontrado en 62 líneas del frijol mexicano silvestre. Este resultado concuerda con lo

encontrado en este trabajo de investigación. Asimismo, estos resultados concuerdan

con lo reportado por Dueñas y col (2005) y Aguilera y col (2010).

En general, el acondicionamiento (remojo, cocción) del grano de frijol ocasiono

importantes disminuciones en estos compuestos (-22.33% y -35.54% en frijol

azufrado higuera y negro jamapa, respectivamente). Las perdidas pueden ser

simplemente el resultado de la lixiviación de estos compuestos al agua de remojo y

cocción, o compuestos polifenoles unidos a carbohidratos o proteínas, las cuales son

perdidas en estas etapas de acondicionamiento del grano de frijol (Martín-Cabrejas y

col 2009). Xu y col (2009) reportaron una disminución significativa de compuestos

fenólicos totales, flavonoides y contenido de taninos condensados después del

procesamiento (remojo y cocción) de frijoles pinto y negro. Concluyendo que el

procesamiento causa cambios complejos en la composición química y puede causar

degradación de polifenoles y liberación de compuestos fenólicos ligados. Algunos
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estudios han demostrado que la cocción no afecta el contenido de estos ácidos

fenólicos, aunque algunos autores han informado lo contrario (Chávez-Mendoza y

Sánchez 2017). El efecto de un tratamiento térmico de cocción sobre el contenido de

ácidos fenólicos también se ha reportado para algunas variedades del frijol mexicano

común, como lo reportado por Díaz-Batalla y col (2006) quienes encontraron una

disminución del 26.3 al 66.3% y del 15.5% al 36.5% del contenido de los ácidos

hidroxicinámicos p-cumárico y ferúlico durante el proceso de cocción de estas

muestras de frijol común; cabe mencionar que estos investigadores reportaron

pérdidas durante la cocción de otros ácidos fenólicos no identificados en la presente

investigación. Martínez y col (2003) también cuantificaron ácidos fenólicos como

gálico, p-hidroxibenzoico, vanílico, ferúlico y p-cumárico en las variedades Jamapa y

Mayocoba de frijol negro en sus formas cruda y cocida. Ellos reportaron que el

procesamiento térmico solo afectaba a los ácidos gálico y p-hidroxibenzoico,

mientras que el resto permaneció constante.

b. Catequinas y procianidinas (flavanoles)

En el Cuadro 14 se presenta el contenido de catequinas y procianidinas o

taninos condensados (compuestos flavanoles) identificados en harinas de frijol

común sin procesar y remojado-cocido, de las variedades azufrado higuera y negro

jamapa. Estos compuestos, usualmente relacionados con testas coloreadas fueron

identificados en menor cantidad en HFSP de la variedad azufrado higuera con un

total 43.30 µg/g, representando el 17.80% de compuestos fenólicos totales presentes
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en el grano, y como componentes mayoritarios en HFSP de la variedad negro

jamapa con un total de 92.82 µg/g, representando el 58.16% de compuestos

fenólicos presentes en el grano. Después del procesamiento de remojo y cocción de

los granos de frijol común se presentó disminución del 11.46% en estos compuestos

en la variedad negro jamapa y un aumento del 12.48% en la variedad azufrado

higuera. En literatura se reportó que el aumento de flavanoles en cotiledón cocido

puede ser contribuido predominantemente por los incrementos en catequina, la cual

pudo liberarse de la estructura de taninos condensados a través del proceso de

despolimerización ocasionado por el tratamiento térmico (Xu y col 2009). Asimismo,

Xu y col (2009) reportaron una disminución significativa de compuestos flavonoides y

taninos condensados después del procesamiento (remojo y cocción) de frijol pinto y

negro. Ellos concluyeron que el procesamiento causa cambios complejos en la

composición química y puede causar degradación de polifenoles y liberación de

compuestos fenólicos ligados. También, polifenoles como los taninos tienen la

capacidad unirse carbohidratos y proteínas, las cuales son perdidas en las etapas de

remojo y cocción del grano de frijol (Martín-Cabrejas y col 2009).

c. Flavonoles

En el Cuadro 14 se presenta el contenido de compuestos flavonoles identificados

en harinas de frijol común sin procesar y remojado-cocido, de las variedades

azufrado higuera y negro jamapa. Los flavonoles fueron el grupo mayoritario de

compuestos fenólicos en frijol azufrado higuera aportando el 74.40% de los
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compuestos fenólicos totales, mientras que, en la variedad negro jamapa este grupo

aportó el 23.91% del total de compuestos fenólicos identificados. En la variedad

azufrado higuera fueron identificados flavonoles glucosilados de quercetina y

kaempferol, así como la aglicona kaempferol. El Kaempferol-3-O-glucósido fue el

compuesto más importante (126.50 µg/g) en esta variedad de frijol, representando el

69.91% del contenido de flavonoles, y se le relaciona con el color amarillo del grano

(Beninger y Hosfield 2003). En el caso de la variedad negro jamapa fueron

identificados flavonoles glucosilados de quercetina, kaempferol y miricetina, así como

la aglicona miricetina; los compuestos quercetina-3-O-glucósido, kaempferol-3-O-

glucósido y miricetina-3-O-glucósido fueron los compuestos más importantes (8.97,

7.37 y 9.56 µg/g, respectivamente) en esta variedad de frijol, representando el

71.59% del contenido de flavonoles. Compuestos similares fueron detectados en frijol

común por Huber y col (2016), a excepción que ellos no detectaron glucosido de

miricetina y ni su aglicona. Espinosa-Alonso y col (2006) reportaron que tanto

kaempferol como quercetina fueron los principales flavonoides encontrados en 62

líneas de frijol silvestre mexicano. Guajardo-Flores y col (2012) reportaron el perfil de

flavonoides del frijol negro mexicano de la variedad Negro San Luis, y encontraron

que los flavonoides más importantes fueron quercetina 4-O-galactósido, miricetina 3-

O-glucósido y kaempferol 3-O-glucósido en esta variedad de frijol. También, Aparicio-

Fernández y col (2005) detectaron kaempferol-3-glucósido, quercetina-3-glucósido y

miricetina glucosilada en frijol común. Estos autores señalaron que rara vez ha sido

documentado la presencia de miricetina glucosilada en este frijol. Aunque Beninger y

Hosflied (2003) indicaron que los flavonoides existen principalmente en la forma
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glicosilada, las muestras analizadas de ambas variedades de frijol evaluadas en este

estudio también contenían agliconas de flavonoles como kaempferol y miricetina, en

las variedades azufrado higuera y negro Jamapa, respectivamente. Dinelli y col

(2006) reportaron la presencia de estos compuestos en formas libres y conjugadas

como los principales flavonoles en leguminosas.

En general se observó un incremento de compuestos flavonoles del 7.15% y

35.05% en las variedades azufrado higuera y negro jamapa, respectivamente,

después del procesamiento de remojo y cocción de los granos de frijol. El

Kaempferol-3-O-glucósido fue el único flavonol que disminuyó (-8.87%) durante estos

procesos de remojo y cocción en la variedad azufrado higuera. Huber y col (2016)

reportaron resultados similares. Ellos estudiaron el contenido de compuestos

flavonoides de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) de color café antes y después del

proceso de cocción, con y sin remojo. Estos investigadores observaron que para

todos los flavonoides hubo una diferencia significativa entre los extractos de frijol sin

procesar y cocido, los primeros siempre exhibieron resultados inferiores. El efecto del

remojo varió para cada compuesto que ellos evaluaron; sin embargo, el aumento de

kaempferol y kaempferol-3-rutinósido durante este proceso fue muy claro. Estos

resultados son contrarios a los reportes publicados que afirman que cocer y remojar

los granos de frijol tienen un impacto negativo en las concentraciones de flavonoides.

Asimismo, estos autores también reportaron que fue notable que la quercetina y la

quercetina-3-glucósido no fueron influenciados por la cocción, con o sin remojo,

mientras que Amarowicz y Peggy (2008) y Díaz-Batalla y col (2006), reportaron que

la concentración de quercetina se redujo en un 12-65% y 40%, respectivamente,
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después de que el frijol fue cocido. Hace falta mayor investigación para entender el

mecanismo por el cual el contenido de compuestos flavonoles incrementa en los

granos de frijol común por efecto de los procesos de remojo y cocción. Como se

mencionó anteriormente, la reducción en flavonoles después del procesamiento se le

puede atribuir parcialmente al remojo y difusión de compuestos al agua de remojo

(Akillioglu y Karakaya 2010).

d. Isoflavonas

En el Cuadro 14 se presenta el contenido de isoflavonas identificadas en harinas

de frijol común sin procesar y remojado-cocido. Solo en la variedad negro Jamapa

fueron identificados este tipo de compuestos fenólicos. La única isoflavona

identificada en esta variedad de frijol fue Genisteína con un contenido de 24.46 µg/g,

lo cual representa un 16.16% del contenido total de compuestos fenólicos

identificados en el frijol negro jamapa. El frijol común no se reconoce como una

fuente de isoflavonas, la soya es la leguminosa que exhibe el mayor contenido de

estos compuestos. Sin embargo, algunos estudios han demostrado la presencia de

estos compuestos en el frijol común (Chávez-Mendoza y Sánchez 2017). Lima y col

(1999) reportaron la presencia de formas no glicosiladas de las isoflavonoides

daidzeína y genisteína en 16 genotipos de germoplasma de frijol común brasileño.

Estos autores encontraron que los granos del tipo negro mostraron las

concentraciones más altas de isoflavonoides y fueron los únicos que exhibieron

daidzeína. Sin embargo, el contenido de isoflavonoides obtenido en los genotipos de
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frijol evaluados fue muy bajo en comparación con el obtenido en los granos de soya

(600-950 μg/g). Díaz-Batalla y col (2006) analizaron diez variedades cultivadas y

cuatro silvestres de semillas mexicanas de frijol común, y reportaron que la presencia

de daidzeína y genisteína en harina de semillas de frijol crudo y cocido no fue

confirmada por los espectros UV. Sin embargo, durante la germinación de las siete

muestras de semillas de frijol común (cinco cultivadas y dos silvestres), hubo génesis

de daidzeína y genisteína, y los valores de daidzeína variaron de 8.2 a 129.1 μg/g y

los de genisteína de 2.6 a 9.7 μg/g. Resultados similares fueron obtenidos por

Guajardo-Flores y col (2012), en la variedad mexicana de frijol negro San Luis; estos

autores reportaron que la genisteína se detectó solo después de tres días de

germinación, en concentraciones que oscilaron entre 1.2 y 3.1 μg/g.

Se puede observar en el Cuadro 14 que el contenido de genisteína disminuyó

(80.66%) drásticamente después de los procesos de remojo y cocción de los granos

de frijol negro Jamapa. No existen reportes en la literatura acerca de las pérdidas de

esta isoflavona en frijol común por efecto de los procesos de remojo y cocción.

3 Efecto de la FES sobre el contenido de compuestos fenólicos hidrofílicos

individuales en harinas de cotiledón cocido de frijol común

En el Cuadro 15 se presenta el contenido de compuestos fenólicos identificados

en harinas de cotiledón cocido de frijol común sin fermentar y bioprocesado por FES,

de las variedades azufrado higuera y negro jamapa. Se puede observar que el

cotiledón cocido sin fermentar de la variedad azufrado higuera presentó una cantidad
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significativamente mayor (218.27 µg/g) de compuestos fenólicos identificados que la

variedad negro Jamapa (112.10 µg/g).

Cuadro 15. Contenido de compuestos fenólicos hidrofílicos individuales
identificados en harinas de cotiledón cocido de frijol común sin fermentar y
bioprocesado por FES.
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Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas ± desviación estándar.
Medias con la misma letra en un mismo renglón no son diferentes (Duncan; p≤0.05);
1 Harina de cotiledón cocido, 2 Harina de cotiledón fermentado, 3 Genisteína 7-O-β-

D-apiofuranosil-(1->6)-β-D-glucopiranósido

Los compuestos fenólicos identificados en cotiledón cocido de frijol azufrado

higuera y negro jamapa son exactamente los mismos que se reportaron y discutieron

Componente
Azufrado Higuera Negro Jamapa

HCC 1 HCF 2 HCC1 HCF2

Ácidos hidroxicinámicos
Ác. Trans feruloíl aldárico
1

nd 15.33 ± 0.24a 3.39 ± 0.03 c 5.70 ± 0.07 b

Ác. Trans feruloíl aldárico
2

3.92 ± 0.14 b 2.71 ± 0.06 c 4.16 ± 0.13 b 6.59 ± 0.13 a

Ác. Trans feruloíl aldárico
3

5.40 ± 0.01 b 6.11 ± 0.04 a nd nd

Ác. Trans-p-cumaroíl
aldárico

nd nd 2.35 ± 0.02 b 3.54 ± 0.03 a

Ác. Ferúlico 5.84 ± 0.03 a 3.13 ± 0.04 d 4.61 ± 0.10 b 3.85 ± 0.02 c

Sub- total (µg/g) 15.17 c 27.29a 14.52 d 19.69 b

Flavanoles
Catequina conjugada 12.76 ± 0.23 d 30.94 ± 0.02 b 16.76 ± 0.00 c 31.64 ± 0.37 a

Tetrámero de
procianidina

5.06 ± 0.08 b 11.04 ± 0.20a

Trímero de procianidina 16.40 ± 0.96 d 22.57 ± 0.17 c 32.38 ± 0.93 a 29.15 ± 0.57 b

Dímero de procianidina
digalato

12.81 ± 0.04 b 22.57 ± 0.17 a 10.74 ± 0.05 c 10.98 ± 0.28 c

Genisteína3 nd nd 4.80 ± 0.11 b 20.68 ± 0.45 a

Sub- total (µg/g) 47.06 c 87.14 b 64.70 d 92.46 a

Flavonoles
Quercetina-3-(6´malonil)-
glucósido

7.12 ± 0.27 b 7.52 ± 0.14 a nd nd

Quercetina-3-O-glucósido 7.31 ± 0.01 d 8.67 ± 0.10 b 7.88 ± 0.01 c 10.74 ± 0.03 a

Quercetina-O-acétil
hexósido

nd nd 3.04 ± 0.05 a 2.74 ± 0.03 b

Kaempferol-3-O-
glucósido

101.08 ± 7.86 a 81.94 ± 0.41 b 6.49 ± 0.26 c 5.11 ± 0.09 d

Kaempferol-3-(6´malonil)-
glucósido

23.82 ± 0.02 a 11.17 ± 0.20 b 3.31 ± 0.01 c 2.85 ± 0.12 d

Kaempferol-O-
acilhexósido

8.61 ± 0.01 a 6.95 ± 0.30 b nd nd

Kaempferol 8.10 ± 0.08 b 24.64 ± 0.36 a nd nd
Miricetina-3-O-glucósido nd nd 9.47 ± 0.02 a 6.41 ± 0.50 b

Miricetina nd nd 2.67 ± 0.01 b 4.08 ± 0.08 a

Sub- total (µg/g) 156.07 a 140.91 b 32.88 c 31.96 c

Total (µg/g) 218.27 b 255.34 a 112.10 d 144.11 c
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en la sección anterior para el frijol integral remojado-cocido. En general los

compuestos identificados correspondieron a los grupos ácidos hidroxicinámicos,

flavanoles, flavonoles e isoflavonas. El contenido de estos compuestos en el

cotiledón cocido de frijol variedad azufrado higuera presentó un mayor contenido de

flavonoles (156.07 µg/g), con un 71.50% de los compuestos fenólicos totales

identificados, seguido por el contenido de falvanoles (47.06 µg/g) y ácidos

hidroxicinámicos (15.17 µg/g) los que representan el 21.56% y 6.95%,

respectivamente, del total de los compuestos fenólicos identificados. En esta

variedad de frijol no fueron identificados compuestos fenólicos correspondientes al

grupo de las isoflavonas. En el caso de la variedad negro Jamapa, éste presentó

mayor contenido de compuestos correspondientes al grupo de flavanoles (59.90 µg/g)

que representan el 53.43% del total de fenólicos identificados, seguido del contenido

de compuestos flavonoles (32.88 µg/g), ácidos hidroxicinámicos (14.52 µg/g) e

isoflavonas (4.80 µg/g) y los que representan el 29.33%, 12.95% y 4.28%,

respectivamente, del total de los compuestos fenólicos identificados en este frijol.

En el Cuadro 15 también se muestra el contenido de compuestos fenólicos

identificados en el grano de frijol bioprocesado por FES. Al analizar el efecto del

bioproceso de FES sobre el contenido de compuestos fenólicos nos damos cuenta

que en ambas variedades de frijol, este bioproceso, de manera general causó

aumento en el contenido total de compuestos fenólicos (+16.98% en la variedad

azufrado higuera y +28.55% en la variedad negro Jamapa), sin embargo, este

comportamiento no fue general para todos los compuestos identificados en estos

materiales de frijol. En el caso de los compuestos fenólicos pertenecientes al grupo
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de los ácidos hidroxicinámicos, el bioproceso de FES causó un aumento (+79.89% y

+35.61% para azufrado higuera y negro Jamapa, respectivamente) significativo.

Durante la FES también aumentaron (+85.17% y +19.83% para azufrado higuera y

negro Jamapa, respectivamente) los compuestos flavanoles, mientras que los

compuestos fenólicos pertenecientes al grupo de flavonoles disminuyeron (-9.71%)

en el caso del frijol azufrado higuera y se mantuvieron sin cambios en la variedad

negro Jamapa. Para el caso de isoflavonas se puede observar que su contenido

aumentó (+330.83%) interesantemente por efecto del bioproceso de FES en los

cotiledones de frijol variedad negro Jamapa.

En cuanto a los cambios en los compuestos fenólicos individuales del grupo de

los ácidos hidroxicinámicos se puede observar la aparición de ácido trans-feruloíl

aldárico 1 en el cotiledón de frijol azufrado higuera por acción de la FES. Wijayanti y

col (2017) reportaron que la fermentación puede inducir la degradación estructural de

la pared celular que causa la liberación y / o síntesis de los compuestos bioactivos.

En cuanto a la síntesis de compuestos, se ha reportado en la literatura la formación

de aldehídos en otras leguminosas que fueron sometidas a bioprocesos como

fermentación, germinación o la adición de diferentes enzimas (Dueñas y col 2005;

López-Amoros y col 2006). Por otro lado, durante la fermentación, los compuestos

fenólicos ligados pueden liberarse enzimáticamente (Zhang y col, 2012). Sadh y col

(2017) reportaron que el aumento en el contenido fenólico de las muestras puede

deberse a la acción enzimática de las amilasas producidas por el hongo, ya que su

actividad en las muestras fermentadas es más alta que la de las muestras no

fermentadas. Por otro lado, se observó que la FES disminuyó la cantidad de ácido
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ferúlico en 46.4% y 16.5%, en cotiledones de frijol azufrado higuera y negro Jamapa,

respectivamente. Esta disminución también fue reportada por Dueñas y col (2012),

en soya fermentada por diferentes microorganismos. Esta disminución en el

contenido de ácido ferúlico podría respaldar de alguna manera la hipótesis de la

síntesis de compuestos fenólicos como el ácido trans-feruloíl aldárico 1 durante la

FES a partir del ácido ferúlico, como fue mencionado arriba.

Respecto a los cambios en los compuestos fenólicos individuales del grupo de

los compuestos flavanoles se puede ver que aumentaron significativamente la

catequina conjugada, así como los dímeros, trímeros y tetrámeros de procianidina

(taninos conjugados). En literatura se ha reportado que durante proceso de

fermentación el hongo produce enzimas que liberan compuestos químicos superiores

de la planta como flavonoides, taninos, alcaloides y fenilpropanoides (Nazarni y col

2016). En general se ha dice que los microorganismos en la fermentación

contribuyen a la simple conversión fenólica y la despolimerización de compuestos

fenólicos con alto peso molecular como los taninos condensados (Othman y col

2009). Sin embargo, en la presente investigación se encontró que la FES incrementó

los taninos condensados identificados. Esto puede deberse a que el hongo R.

oligosporus no produce las enzimas que pudieran despolimerizar este tipo de

compuestos fenólicos identificados en esta investigación. Su incremento podría estar

relacionado con la liberación de este tipo de compuestos por acción de las amilasas

producidas por el hongo, como fue reportado anteriormente para los ácidos

hidroxicinámicos. Por otro lado, el aumento de la catequina conjugada podría
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deberse a la liberación de ésta a partir de otro tipo de compuestos poliméricos que la

contienen, y que no fueron identificados en la presente investigación.

En el caso de los flavonoles, como se mencionó arriba, la FES causo cambios

variados en el contenido de éstos, mientras unos compuestos aumentaron, otros

disminuyeron significativamente. Los principales cambios que ocurrieron en estos

compuestos en la variedad azufrado higuera fue la disminución pronunciada de

Kaempferol-3-O-glucósido y Kaempferol-3-(6´malonil)-glucósido por efecto de la FES.

En esta variedad de frijol también se presentó un aumento significativo de

Kaempferol debido al bioproceso de FES. Para la variedad negro Jamapa el

principal cambio que ocurrió fue una alta disminución de miricetina-3-O-glucósido y

un aumento de Miricetina. La disminución de algunos glucósidos de kaempferol y

miricetina podría ser el origen del aumento de Kaempferol y Miricetina. Dueñas y col

(2012) analizaron la modificación en compuestos bioactivos por fermentación con

diferentes microorganismos, y encontraron que el contenido de flavonoles en soya

incremento con algunos microorganismos, y disminuyó con otros. Se ha reportado

que las enzimas involucradas en la liberación de compuestos fenólicos dependen de

los microorganismos empleados en la fermentación. Estas enzimas hidrolizan los

enlaces éster de la estructura de la pared celular de los granos, que unen los

compuestos fenólicos. En consecuencia, los compuestos fenólicos libres, así como

las formas ligadas están más disponibles para su extracción. Entre estas enzimas, la

β-glucosidasa se ha descrito ampliamente como una enzima responsable de catalizar

la hidrólisis de los enlaces β 1-4 alquil y aril-β-D-glucósidos para liberar fracciones de

aglicona fenólica (Rochín-Medina y col, 2015; Sánchez-Magaña y col, 2014). Cheng
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y col (2013) reportaron que R. oligosporus tiene potencial para mejorar

significativamente el contenido de actividad fenólica; ellos descubrieron que la

actividad de la β-glucosidasa aumentaba con el tiempo de fermentación y daba como

resultado la acumulación de agliconas fenólicas.

Para el caso de isoflavonas la única isoflavona identificada fue Genistina

[Genisteína7-O-β-D-apiofuranosil-(1->6)-β-D-glucopiranósido] un tipo de Genisteína

glicosilada, la cual solo fue identificada en los cotiledones de frijol negro Jamapa.

Esta isoflavona aumentó (+330.83%) interesantemente durante el bioprocesamiento

por FES de los cotiledones de esta variedad de frijol. En literatura se reporta que la

principal leguminosa que contiene elevados niveles de isoflavonas es la soya. Varios

autores han reportado que los contenidos de isoflavonas en la soya, sufren cambios

importantes durante el proceso de fermentación, y que estos cambios dependen de

las condiciones del proceso de fermentación (Dueñas y col, 2012). Dueñas y col

(2012) observaron un aumento en la concentración total del contenido de isoflavonas

en las muestras de soya fermentadas. Ellos resaltaron el aumento del contenido de

agliconas de isoflavonas, como daidzeína, genisteína y gliciteína, en todas las

muestras de soya después del proceso de fermentación. Estos investigadores

también reportaron que este aumento en el contenido de agliconas después del

proceso de fermentación podría asociarse a la disminución de los glucósidos de

isoflavonas por la actividad glicosidasa inherente a los microorganismos utilizados

para llevar a cabo la fermentación. Sin embargo, en la presente investigación este

fenómeno de deglicosilación de isoflavonas no ocurrió, ya que fue el propio glicósido

de genisteína el que incrementó después de la FES del frijol negro Jamapa. Más bien
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su incremento podría estar relacionado con la liberación de este tipo de compuestos

por acción de las amilasas producidas por el hongo, como fue reportado arriba.

D. EFECTO DE LAS ETAPAS DEL PROCESO DE FES SOBRE LA ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE FITOQUÍMICOS HIDRÓFILICOS DE

FRIJOL COMÚN

Actualmente se emplean más de 20 diferentes ensayos para la actividad

antioxidante con diversos mecanismos. Es muy difícil comparar los resultados

obtenidos de diferentes métodos de ensayo debido a la diversidad en sustratos,

condiciones de reacción y resultados presentados con diferentes unidades

(Sreeramulu y col 2013). Además, la especificidad y sensibilidad de un método no

permite la completa examinación de todos los compuestos antioxidantes en el

extracto. Debido a lo anterior, la combinación de distintos métodos provee

información más confiable de la actividad antioxidante de las diferentes muestras. En

esta investigación se emplearon los tres métodos más comunes (ABTS, DPPH y

ORAC) para determinar las propiedades antioxidantes en los extractos fenólicos

obtenidos a partir de harinas de frijol común.

1. Efecto de las etapas previas (remojo-cocción) a la FES sobre la actividad

antioxidante de extractos fenólicos de frijol común

En el Cuadro 16 se presenta los valores de actividad antioxidante evaluada en

extractos fenólicos de harinas de frijol común sin procesar y remojado-cocido, de las
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variedades azufrado higuera y negro Jamapa. Los resultados indican que la harina

de frijol sin procesar de la variedad negro Jamapa presentó un mayor valor de

actividad antioxidante, cuando ésta fue evaluada por los tres métodos empleados en

la presente investigación. Para el ensayo de ABTS en frijol común azufrado higuera,

la harina de frijol sin procesar obtuvo valores de 617.3 µmol ET/100 (bs), este

resultado concuerda con lo reportado por Guzmán-Uriarte y col (2013) para la

fracción libre del grano azufrado Higuera crudo. Los valores de ABTS para frijol

negro Jamapa fueron de 796.9 µmol ET/100, bs. Resultados semejantes reportados

por Grajales-García y col (2011). Los resultados de actividad antioxidante para

harinas de frijol sin procesar empleando el ensayo DPPH para frijol azufrado higuera

fue de 68.87 y 193.84 µmol ET/100 (bs), para las variedades azufrado higuera y

negro Jamapa, respectivamente. Los resultados de actividad antioxidante para estas

mismas muestras empleando el ensayo ORAC, mostraron que la frijol azufrado

higuera tuvo un valor de 2801.25 µmol ET/100 (bs), y la variedad negro Jamapa un

valor de 2914.14 µmol ET/100 (bs). Guzmán-Uriarte y col (2013) reportaron valores

de ORAC para extractos fenólicos de grano crudo de la variedad azufrado higuera de

2,018 µmol ET/100 g (bs), lo que concuerda con los resultados obtenidos en la

presente investigación.

Cuadro 16. Actividad antioxidante de extractos fenólicos de harinas de frijol

común sin procesar y remojado-cocido.

Frijol Muestra ABTS1 DPPH2 ORAC3
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Azufrado

Higuera

HFSP 4 617.36 ± 5.47 c 68.87 ± 1.48 f 2801.25 ± 67.06 b

HFRC 5 534.43 ± 4.89 d 84.42± 1.95 e 2888.06 ± 2.13 a

HCC 6 361.58 ± 817 e 54.33 ± 2.12 g 2073.71 ± 3.70 d

HT7 172.85 ± 3.28 f 30.09 ±0.40 h 814.34 ± 1.60 g

Negro

Jamapa

HFSP4 796.91 ± 52.86 b 193.84 ±1.23 b 2914.14 ± 40.24 a

HFRC5 989.34 ± 44.68 a 287.77 ± 3.12 a 2300.38 ± 32.48 c

HCC6 410.55 ± 16.45 e 166.19 ± 3.28 c 1304.63 ± 25.17 e

HT7 578.78 ± 44.28 cd 121.58 ± 0.24 d 995.75 ± 21.88 f

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas ± desviación estándar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p≤0.05);
1, 2, 3µmol equivalentes de Trolox (ET)/100g (bs) 4 Harina de frijol sin procesar 5 Harina

de frijol remojado-cocido 6 Harina de cotiledón cocido 7 Harina de testa

Iniestra-González y col (2005) estudiaron la capacidad antioxidante de 16

variedades de frijoles mexicanos caracterizados por diferentes tipos de granos: negro,

pinto, crema o bayo, azufrado, Flor de mayo y blanco. Ellos reportaron que el "Flor de

Mayo M38" y el "Negro Durango" mostraron la mayor capacidad antioxidante. Estos

autores concluyeron que el frijol con testa de color negro y bayo se distinguen por la
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actividad antioxidante más alta, mientras que "azufrado" mostró los niveles más

bajos. El frijol común tiene capacidad antioxidante debido a la presencia de ácidos

fenólicos, flavonoides y taninos, como los que fueron discutidos en la sección anterior,

para las variedades azufrado higuera y negro Jamapa. Dependiendo del tipo de los

diferentes compuestos mencionados que estén presentes en el frijol serán sus

propiedades antioxidantes. La capacidad antioxidante del frijol se debe

principalmente a la capacidad reductora de los polifenoles, ya que juegan un papel

muy importante durante la neutralización o eliminación de radicales libres, así como

la quelación de los metales de transición, lo que perjudica tanto la iniciación como la

propagación de los procesos oxidativos. Los intermedios formados como

consecuencia de la actividad antioxidante fenólica son relativamente estables debido

a la resonancia dentro de los anillos aromáticos contenidos en sus estructuras

(Chávez-Mendoza y col, 2017). Algunos estudios afirman que la estructura de

actividad antioxidante del flavonoide y del ácido fenólico depende de la posición

fenólica del grupo hidroxilo y de la existencia de otros grupos funcionales en la

molécula completa como el doble enlace y su conjugación con los grupos hidroxilo y

cetona (Mishra y col, 2010). La capacidad de los flavonoides para formar complejos

con iones metálicos juega un papel importante en su actividad antioxidante. Existe

una relación específica entre las estructuras de flavonoides y su actividad

antioxidante a medida que aumenta el número de grupos hidroxilo en el núcleo de

flavonoides, mayor es la actividad antioxidante (Cao y col, 1997). En el frijol, los

flavonoides como la quercetina están glicosilados en la posición 3, lo que reduce

enormemente su capacidad de acomplejación de metales, ya que la quelación del
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grupo 3-hidroxi-4-ceto es el grupo complejante de metal más fuerte. El atributo

estructural más imperativo para la actividad antioxidante es la orientación ortho 3´,

4´-dihidroxi del anillo B. El kaempferol 3-O-glucósido no mostró actividad antioxidante

con una única sustitución de B-4-hidroxilo, mientras que si se observó actividad

antioxidante en kaempferol 3-O--glucósido con el método DPPH (Hayat y col, 2013).

En cuanto al efecto que tuvieron los procesos de remojo y cocción podemos

observar que los resultados de las pruebas antioxidantes ABTS, DPPH y ORAC

mostraron tendencia contradictoria, ya que mientras en un método aumentó la

actividad antioxidante en otro método disminuyó para la misma muestra analizada.

Algunos autores han reportado una actividad antioxidante en variedades del frijol

común mexicano y han señalado algunos de los factores que contribuyen a esta

variable como el procesamiento térmico y la variedad. Huber y col (2016) observaron

diferencias entre los métodos ABTS y DPPH cuando evaluaron actividad antioxidante

de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) color café antes y después del proceso de

cocción, con y sin remojo. Cuando emplearon el método DPPH, ambos procesos de

cocción dieron como resultado una mayor actividad antioxidante en el frijol cocido en

comparación con los extractos del frijol crudo. Resultados similares fueron reportados

por Rocha-Guzmán y col (2007), quienes concluyeron que el frijol cocido atrapo

radicales libres a un ritmo mayor en comparación que el frijol crudo. El en el potencial

antioxidante por el tratamiento térmico con o sin remojo puede ser debido a la

concentración de compuestos fenólicos en el licor de cocción, lo que facilita su

extracción (Huber y col, 2016). En el trabajo de Xu y Chang (2008), la capacidad de

los compuestos para eliminar radicales libres, medida por DPPH, se redujo en un 28-
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36% en granos cocidos bajo presión en comparación con los granos crudos y se

redujo en un 23-31% en comparación con el frijol que se remojó antes de cocer.

Estos autores atribuyeron esta disminución en la actividad antioxidante por el

tratamiento térmico a diferentes posibilidades, como transformaciones químicas,

descomposición de compuestos fenólicos, formación de complejos entre polifenoles y

proteínas y solubilización de antioxidantes solubles en agua en el agua remojada

desechada. En un estudio comparativo de las metodologías FRAP, ORAC, DPPH y

ABTS realizado por Fernández-Panchon y col (2008) indicaron que, aunque los

métodos ABTS y DPPH evalúan compuestos antioxidantes que tienen la capacidad

de donar hidrógeno, la sensibilidad de estos compuestos por los radicales ABTS fue

menor en comparación con el radical DPPH después del procesamiento térmico.

Algunas de las explicaciones mencionadas arriba podrían ser las causas de este

comportamiento irregular en la actividad antioxidante de las variedades de frijol

estudiadas por efecto del remojo y cocción de los granos. Adicionalmente, se puede

decir que la compleja variación de compuestos fenólicos en los materiales estudiados

durante estas etapas de cocción y remojo, lo cual fue discutido en una sección

anterior, podría explicar de alguna manera el comportamiento irregular de la actividad

antioxidante evaluada por los métodos ABTS, DPPH y ORAC durante estos procesos.

Además, estos cambios en el contenido de compuestos fenólicos durante estas

etapas previas a la FES podrían provocar efectos sinérgicos y / o antagonistas

dependiendo del tipo de compuestos retenidos.
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2. Efecto de la FES sobre la actividad antioxidante de extractos fenólicos de

frijol común

En el Cuadro 17 se presenta los valores de actividad antioxidante evaluada en

extractos fenólicos de harinas de cotiledones cocidos de frijol común sin fermentar y

bioprocesados por FES (HCC y HCF, respectivamente) de las variedades azufrado

higuera y negro Jamapa. Los resultados indican que los cotiledones bioprocesados

por FES de ambas variedades de frijol presentaron valores sustancialmente más

altos de actividad antioxidante que los cotiledones cocidos sin fermentar. Sin

embargo, este aumento de la capacidad en los cotiledones de frijol común dependió

del método empleado para evaluar la actividad antioxidante y de la variedad

estudiada. Los aumentos de actividad antioxidante variaron entre 30 y 435%,

dependiendo del método de evaluación y la variedad. Este aumento de la actividad

antioxidante en frijol por efecto de la FES ha sido ampliamente documentado en la

literatura, y en la mayoría de estos estudios se ha concluido que este aumento en

actividad antioxidante se debe al aumento de compuestos fenólicos por efecto del

bioproceso (Guzmán-Uriarte y col, 2013; Rochín-Medina y col, 2015), lo cual fue

discutido ampliamente en una sección anterior. Diversos autores también han

reportado el incremento en contenido de fenólicos y actividad antioxidante después

de la fermentación con diferentes inóculos en diversos granos. Bhanja y Kuhad (2014)

realizaron FES con 4 hongos filamentosos (Aspergillus orizae, Aspergillus awamori,

R. oligosporus y R. orizae) en trigo, maíz,
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Cuadro 17. Actividad antioxidante de extractos fenólicos de harinas de cotiledón

cocido de frijol común sin fermentar y bioprocesado por FES

Frijol Muestra ABTS 1 DPPH2 ORAC3

Azufrado

Higuera

HCC 4 389.46 ± 8.80 c 58.52 ± 2.28 d 2233.64 ± 3.98 b

HCF 5 1837.05 ± 40.34 b 132.75 ± 1.20 c 5795.18 ± 174.28 a

Negro

Jamapa

HCC4 457.03 ± 18.32 c 185 ± 3.65 b 1452.33 ± 28.02 c

HCF5 2445.08 ± 80.56 a 240.28 ± 5.26 a 5869.66 ± 396.21 a

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas ± desviación estándar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p≤0.05);

1, 2, 3µmol equivalentes de Trolox (ET)/100g (bs) 4 Harina de cotiledón cocido, 5 Harina

de cotiledón fermentado 4 Harina de frijol sin procesar 5 Harina de frijol remojado-

cocido 6 Harina de cotiledón cocido 7 Harina de testa
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arroz y avena, reportando un incremento en actividad antioxidante por ABTS y

DPPH después de la FES, relacionando este incremento con la liberación de

compuestos bioactivos más solubles debido a la acción de enzimas producidas por

los microorganismos. Niveditha y Sridhar (2014) analizaron la actividad antioxidante

de dos variedades de frijol Canavalia después de la FES con R. oligosporus,

reportando una elevación significativa en la actividad antioxidante, adjudicando este

aumento al incremento en la actividad de la enzima β- glucosidasa capaz de liberar

compuestos fenólicos glucosilados y permitiendo la liberación de agliconas durante la

FES. Sin embargo, se ha reportado que distintas enzimas hidrolíticas producidas

durante la FES están asociadas con la liberación de compuestos fenólicos (Robledo

y col 2008; Cho y col 2009). Los resultados en el perfil de compuestos fenólicos

obtenido después de la FES de los cotiledones de las variedades de frijol estudiadas

en este trabajo, descrito y discutido ampliamente en la sección anterior, mostraron un

incremento de agliconas de kaempferol y miricetina. Se ha visto que los flavonoides

que tienen un mayor número de grupos hidroxilo presentan mayor actividad

antioxidante. Sin embargo, la presencia de glucosilaciones en la molécula disminuye

las propiedades antioxidantes de estos compuestos, y por lo tanto su mayor potencial

se observa en las agliconas (Kumar y Pandey 2013). Tabart y col (2009) analizaron

la actividad antioxidante medida por 3 métodos: En el ensayo TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity), kaempferol mostró la misma actividad que el trolox,

mientras que quercetina y miricetina mostraron mayor actividad que trolox; en el

ensayo DPPH, kaempferol obtuvo la misma actividad que trolox, mientras que

miricetina fue dos veces mayor que trolox y kaempferol-3-O-glucósido no obtuvo
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actividad significativa por estos métodos. Sin embargo, en el ensayo de ORAC todos

los flavonoides fueron de 4 a 6 veces mayores que trolox, además que en este

ensayo el flavonoide kaempferol-O-glucósido obtuvo fuerte actividad antioxidante.

Por lo que se destaca la importancia de utilizar más de un método para medir la

actividad antioxidante. Sin embargo, existió una compleja variación de compuestos

fenólicos en los materiales estudiados durante el bioprocesamiento por FES, lo cual

fue discutido en una sección anterior, y podría explicar de alguna manera el

comportamiento irregular de la actividad antioxidante evaluada por los métodos

ABTS, DPPH y ORAC durante estos procesos. La sensibilidad de los compuestos

fenólicos por los radicales empleados en los métodos ABTS, DPPH y ORAC es muy

variada. Dueñas y col (2012) reportaron que esta gran variación de compuestos

fenólicos durante la FES podría explicarse por el complejo metabolismo bioquímico

de las semillas durante el tratamiento. Además, la activación de las enzimas

endógenas en las semillas, junto con las enzimas producidas por cada

microorganismo utilizado en el proceso de fermentación, podría provocar efectos

sinérgicos y / o antagonistas dependiendo del tipo de compuestos analizado.
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E. EFECTO DE LAS ETAPAS DEL PROCESO DE FES SOBRE LA

POTENCIAL HIPOGLUCEMIANTE DE EXTRACTOS FENÓLICOS DE FRIJOL

COMÚN

1. Efecto de las etapas previas (remojo-cocción) a la FES sobre la actividad

antioxidante de extractos fenólicos de frijol común

En el Cuadro 18 se presenta los valores de actividad hipoglucemiante evaluada

en extractos fenólicos de harinas de frijol común sin procesar y remojado-cocido, de

las variedades azufrado higuera y negro Jamapa. Los resultados se expresan como

% Inhibición α-amilasa o α-glucosidasa y µg Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g

(bs). En el Cuadro 18 se puede observar que la variedad de frijol negro Jamapa

presentó un mayor potencial inhibitorio de la actividad de las enzimas α-amilasa y α-

glucosidasa. Aunque en esta investigación no se analizó el perfil de antocianinas en

frijol negro Jamapa, se sabe que los frijoles de testas coloreadas presentan estos

compuestos (Aparicio-Fernández y col, 2005). Las antocianinas pueden actuar como

inhibidores de alfa-glucosidasa debido a la similitud estructural entre sus sustratos y

los azúcares que se unen a las antocianinas a través del enlace β-glucosídico

(López-Martínez y col 2011). Teniendo en cuanta que la acción antidiabética de los

extractos se ha asociado con frecuencia a la acción antioxidante de los mismos,

muchos autores reportan que existe una fuerte correlación entre los antioxidantes y

los inhibidores de tanto α-glucosidasas como α-amilasa (Kwon y col 2008; Galvez y

col 2010). De este modo, la presencia de compuestos fenólicos o flavonoides pueden

relacionarse con la inhibición de ambas enzimas (Oboh y col 2012). Se ha reportado
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que los extractos con presencia de polifenoles con capacidad antioxidante y

presencia de favonoides como quercetina

Cuadro 18. Actividad hipoglucemiante de extractos fenólicos de harinas de frijol

común sin procesar y remojado-cocido

Frijol Muestra %IAA1 EAAA2 %IAG3 EAAG4

Azufrado
Higuera

HFSP 5 61.30 b 10.52 b 51.28 b 1627.07 b

HFRC 6 38.67 e 5.05 d 33.38 b 896.98 d

HCC 7 36.66 e 4.82 d 31.63 b 853.81 d

HT8 2.00 f 0.23 e 1.75 d 43.17 e

Negro
Jamapa

HFSP5 68.49 a 13.27 a 60.96 a 2191.17 a

HFRC6 55.68 c 8.77 c 45.95 c 1378.97 c

HCC7 50.266 d 7.96 c 43.06 c 1306.37 c

HT8 5.42 f 0.80 e 2.88 d 72.59 e

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas ± desviación estándar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p≤0.05);

1 % de inhibición de α- amilasa; 2 µg/Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs); 3 % Inhibición

α-glucosidasa, 4 µg/Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs), 5 Harina de frijol sin

procesar 6 Harina de frijol remojado-cocido 7 Harina de cotiledón cocido 8 Harina de

testa
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y kaempferol, es un extracto promisorio para la inhibición de estas enzimas. Pinto

y col (2009) analizaron diferentes extractos de frutos y reportaron que no siempre se

encuentra relación entre la actividad antioxidante y la actividad inhibitoria de alfa-

glucosidasas.

Los resultados indican que los extractos fenólicos de las harinas de frijol sin

procesar de las variedades azufrado higuera y negro Jamapa presentaron un mayor

potencial inhibitorio de la actividad de α-amilasa o α-glucosidasa (mayor actividad

hipoglucemiante), que la harina de los granos remojados-cocidos. Esta disminución

puede ser explicada por la disminución de compuestos fenólicos con actividad

inhibitoria de estas enzimas. Como se mencionó anteriormente para la actividad

antioxidante, algunos compuestos capaces de inhibir a estas enzimas pudieron

lixiviarse en el agua de remojo y de cocción.

2. Efecto de la FES sobre la actividad hipoglucemiante de extractos

fenólicos de frijol común

En el Cuadro 19 se presenta los valores de actividad hipoglucemiante evaluada

en extractos fenólicos de harinas de cotiledones de frijol común sin procesar y

bioprocesadas por FES, de las variedades azufrado higuera y negro Jamapa. Los

resultados se expresan como % Inhibición α-amilasa o α-glucosidasa y µg

Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs). Los resultados indican que los cotiledones
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bioprocesados por FES de ambas variedades de frijol presentaron valores

sustancialmente más altos de actividad inhibitoria de las enzimas α-amilasa y α-

glucosidasa que los cotiledones cocidos sin fermentar. Este aumento de la actividad

Cuadro 19. Actividad hipoglucemiante de extractos fenólicos de harinas de

cotiledón cocido de frijol común sin fermentar y bioprocesado por FES

Frijol Muestra %IAA1 EAAA2 %IAG1 EAAG2

Azufrado

Higuera

HCC 39.49 c 5.196 c 30.63 c 919.66 d

HCF 75.48 a 16.81 a 64.56 a 2406.98 b

Negro

Jamapa

HCC 55.95 c 8.86 b 47.94 b 1454.27 c

HCF 76.76 b 17.54 a 71.06 a 3027.41 a

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas ± desviación estándar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p≤0.05);

1 % de inhibición de α- amilasa; 2 µg/Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs); 3 %

Inhibición α-glucosidasa, 4 µg/Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs).
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hipoglucemiante en frijol por efecto de la FES se debe al aumento de compuestos

fenólicos por efecto del bioproceso (Sánchez-Magaña y col, 2014), lo cual fue

discutido ampliamente en una sección anterior.

Los cambios observados en actividad antioxidante e hipoglucemiante en las

diferentes harinas de frijol común pueden ser atribuidos a combinaciones sinérgicas

o interacción de diferentes reacciones químicas, a la lixiviación de compuestos

solubles en agua, y las modificaciones efectuadas por el proceso de FES.
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X. CONCLUSIONES

1. Se identificaron 14 compuestos fenólicos pertenecientes a los grupos de

ácidos hidroxicinámicos (derivados aldáricos de ácido ferúlico y ácido p-cumarico),

flavanoles (catequina, procianidinas), flavonoles (quercetina, kaempferol, miricetina y

sus formas glucosiladas) e isoflavonas (genisteína glicosilada) en extractos de

fitoquímicos hidrófilicos de harinas de frijol común crudo y de las diferentes etapas

del proceso de FES, en las variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa.

2. En general, las etapas de acondicionamiento del grano (remojo y cocción),

aplicadas antes de la FES, disminuyeron significativamente los niveles de

compuestos fenólicos totales y fenólicos individuales como ácidos hidroxicinámicos y

genisteína glicosilada, así como, aumentaron el contenido de flavonoles y el

potencial inhibitorio de las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa en ambas variedades

de frijol, mientras que los favanoles aumentaron en la variedad azufrado higuera y

disminuyeron en la variedad negro Jamapa.

3. El bioprocesamiento por FES modifico el perfil y el contenido de compuestos

fenólicos hidrófilicos en ambas variedades del frijol común. La FES incrementó

principalmente los derivados aldáricos de ácidos hidroxicinámicos, y disminuyó el

contenido total de flavonoles en las dos variedades de frijol. La FES también

incrementó el contenido de catequinas y procianidinas oligoméricas en la variedad

Azufrado Higuera, mientras que en la variedad Negro Jamapa estos compuestos
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disminuyeron, exceptuando la catequina conjugada. Destaca el aumento de

agliconas de kaempferol y miricetina en las variedades de frijol Azufrado Higuera y

Negro Jamapa, respectivamente, así como el aumento de Genisteína glicosilada en

el frijol Negro Jamapa durante la FES.

4. La actividad antioxidante aumentó significativamente [372-435% (ABTS), 30-

127% (DPPH) y 159-304% (ORAC)] en ambas variedades de frijol común por efecto

del bioproceso de FES.

5. La FES incrementó significativamente el potencial hipoglucémico, expresado

como un aumento de la inhibición de las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa, en

ambas variedades de frijol común.

6. Esta investigación demostró que la FES es un bioproceso eficiente para la

mejora del perfil y niveles de compuestos fenólicos asociados con el aumento del

potencial antioxidante e hipoglucemiante de frijol común.
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ABREVIATURAS

% Porcentaje

°C Grado (s) Celsius
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α Alfa

AAE Aminoácidos esenciales

Aw Actividad de agua

ADN Ácido desoxirribonucleico

AAox Actividad antioxidante

AR Almidón resistente

AS Almidón soluble

β Beta

Bs Base seca

C Carbono

Ca Calcio

CAAE Contenido de aminoácidos esenciales

Cm Centímetro

CO2 Dióxido de carbono

C-PER Relación de eficiencia proteica calculada

Cu Cobre
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DM Diabetes Mellitus

EAG Equivalentes de ácido gálico

EtOH Etanol

EROS Especies reactivas del oxígeno

FAO Organización para la alimentación y agricultura (del inglés, Food and

Agriculture Organization)

FDA Administración de Alimentos y Medicamentos

FDT Fibra Dietaria Total

Fe Hierro

FES Fermentación en Estado Sólido

FT Temperatura de fermentación

Ft Tiempo de fermentación

Flav Flavonoides

CT Fenólicos totales

G Gramos

GRAS Generally Recognized as Safe
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H Hora (s)

Ha Hectárea

HCl Ácido clorhídrico

HFCB Harina de frijol común bioprocesada

HTA Hipertensión arterial

IAA Índice de absorción en agua

IAAE Índice de aminoácidos esenciales

IDF Federación Internacional de Diabetes

INEGI Instituto Nacional de Estadística y Geografía

ISA Índice de solubilidad en agua

K Potasio

KCl Cloruro de potasio

M Molaridad

Mg Miligramo

µg Microgramo

Min Minuto (s)
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mL Mililitro (s)

µL Microlitro (s)

Mg Magnesio

Mm Milímetro

mmHg Milímetro de mercurio

µM Micromolar

mM Milimolar

N Normal

Ng Nanogramo

Nm Nanómetro (s)

NPR Relación neta de proteína

NaOH Hidróxido de sodio

NO. Óxido nítrico

O2 Oxígeno molecular

O2. Anión superóxido

OH. Ión hidroxilo
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ONOO. Peroxinitrito

P Fósforo

P Phaseolus

pH Potencial de hidrógeno

p/p Peso/peso

p/v Peso/volumen

Pág. Página (s)

PER Relación de eficiencia proteínica

pp. Página (s)

R Rhizopus

ROS Capacidad antioxidante de radical oxígeno

ROO Radicales peróxido

SAGARPA Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y

Alimentación

Ton Tonelada (s)

UV Ultravioleta
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v/v Volumen/volumen

Zn Zinc
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