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. RESUMEN

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa mas consumida en el
mundo y es considerado un alimento funcional debido a su alto contenido de
compuestos bioactivos como compuestos fendlicos. A este grupo de compuestos se
le han atribuido beneficios potenciales para la salud debido a su efecto positivo en la
prevencion de enfermedades crénico 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 digestién de carbohidratos y
absorcion 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 fermentacion en estado solido (FES), la cual aumenta el
contenido y la disponibilidad de nutrimentos y compuestos fendlicos bioactivos
presentes en el frijol. En el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto de
las diferentes etapas del bioproceso de FES sobre los perfiles y niveles de
compuestos fendlicos, y las propiedades antioxidante e hipoglucemiante de frijol
comun (variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa). Se empled Rhizopus
oligosporus (1 x 106 esporas/mL) para la FES del frijol. La identificaciéon y
cuantificacion de compuestos fendlicos se realizé por UPLC-ESI-MS. El contenido de
compuestos fendlicos totales, actividad antioxidante y potencial inhibitorio de las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa se determind mediante métodos colorimétricos.
Se identificaron 14 compuestos fendlicos que se pueden agrupar en: derivados de

acidos hidroxicinamicos (derivados aldaricos de acido ferulico y acido p-cumarico),
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flavanoles (catequina, procianidinas), flavonoles (quercetina, kaempferol, miricetina y
sus formas glucosiladas) e isoflavonas (Genisteina glucosilada). En general, los
niveles de compuestos fendlicos totales y fendlicos individuales (acidos
hidroxicinamicos y genisteina glucosilada), asi como el potencial inhibitorio de las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa disminuyd por efecto del remojo-coccion en
ambas variedades de frijol. Después del bioprocesamiento por FES, el contenido de
compuestos fendlicos totales fue mayor al de los granos no procesados. Sin embargo,
el cambio mas significativo en los compuestos fendlicos durante la FES fue el
aumento de kaempferol y miricetina en Azufrado Higuera y Negro Jamapa,
respectivamente. De manera interesante, el contenido de Genisteina glucosilada se
presentd solamente en la variedad de color negro. También la actividad antioxidante
del frijol comun aumenté 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. Ademas, se observo un incremento en
el potencial hipoglucemiante, expresado como aumento de la inhibicion de las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, en ambas variedades de frijol comun por efecto
de la FES. Esta investigacién demostré que la FES es un bioproceso eficiente para la
mejora del perfil y niveles de compuestos fendlicos asociados con el aumento del

potencial antioxidante e hipoglucemiante de frijol comun.



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 a-
amylase and a-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
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(hydroxycinnamic acids and glycosylated genistein), as well as, potential inhibition of
the a-amylase and a-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 a-amylase and a-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.



. INTRODUCCION

El estrés oxidativo es una condicidon donde existe un desequilibrio entre las
moléculas oxidantes y las antioxidantes del organismo, con balance favorable en las
primeras. Este desbalance oxidativo esta relacionado con el dafio a macromoléculas
(lipidos, proteinas, ADN) lo que conlleva a Ila aparicibn y progresién de
enfermedades cronicas (Ames y col 1993). La diabetes mellitus es un desorden
metabdlico 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 disminucion de hiperglucemia (Barshes y col 2013). Uno de los
tratamientos de diabetes son farmacos cuyo mecanismo de accion es inhibir enzimas
encargadas de la hidrolisis del almidon (a-amilasa y a-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 ultimos anos, han incrementado las investigaciones en identificar potentes
inhibidores enzimaticos de origen natural con menos efectos secundarios que los
farmacos comerciales (Habtemariam 2011). En la literatura, se ha reportado que las
leguminosas contienen compuestos bioactivos, que ademas de presentar potencial
antioxidante, son capaces de inhibir a las enzimas que hidrolizan el almidén (El
Sohaimy 2012). El frijol comun (Phaseolus Vulgaris L) es la leguminosa mas
consumida en el mundo, es reconocida por ser la principal fuente de proteinas en

paises de América Latina. Ademas de su aporte en proteina el frijol es fuente de



carbohidratos complejos, fibra, vitaminas y minerales (Wani y col 2010).
Recientemente se le considera como alimento funcional por su contenido en
compuestos bioactivos, principalmente fendlicos, a los que se le atribuye potencial
benéfico en la salud, debido a su efecto positivo en la prevencion de enfermedades
cronico degenerativas como la diabetes y el tratamiento del estrés oxidativo, dada su
gran actividad antioxidante y capacidad para inhibir enzimas relacionadas con la
digestién de carbohidratos, como el almidén, y absorcién de glucosa en sangre
(Maldonado y col 2015). Existe el interés en la busqueda de procesamientos que
mejoren las caracteristicas 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 pequefas
cantidades de agua, con la finalidad de mejorar caracteristicas nutricionales,
nutracéuticas y de sabor (Mitchell y col 2002). Se ha reportado que la aplicacion de
FES en leguminosas como el frijol mejora el contenido y biodisponibilidad de
nutrimentos, asi como, incrementa su potencial nutracéutico, como consecuencia del
aumento en compuestos fendlicos (Reyes-Bastidas y col 2010). Sin embargo, no
existen reportes acerca del efecto de la fermentacion en estado sdélido con el hongo
Rhizopus oligosporus sobre los perfiles y niveles de compuestos fendlicos con
actividad antioxidante e hipoglucemiante en frijol comun. 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
investigacién se evalu6 el efecto de las diferentes etapas del bioproceso de FES

sobre los perfiles y niveles de compuestos fendlicos, y las propiedades antioxidante e



hipoglucemiante de frijol comun variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa,

empleando el hongo R. oligosporus.



lll.  REVISION BIBLIOGRAFICA

A. ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno es un elemento indispensable para la vida; sin embargo por
reacciones quimicas, accion de enzimas o por efecto de radiaciones ionizantes, se
pueden producir una serie de especies quimicas o sustancias prooxidantes llamadas
radicales libres los cuales participan en un amplio numero subsecuente de
reacciones que permiten la formacidn 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 dafno 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 alteracion permite modificaciones
perjudiciales en las biomoléculas dando lugar a enfermedades relacionadas con el

envejecimiento (Rodriguez-Perdn y col 2001).

1. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son un término que incluye a los
radicales libres como O2 e y OHe, ademas de otras especies no radicalicas
derivadas del oxigeno como peroéxido de hidrogeno (H202), oxigeno singulete y acido
hipocloroso (HOCI) (Cuadro 1), que pueden participar en reacciones que llevan a la
elevacion de los agentes prooxidantes (Ray y col 2012). Las ROS por diferentes
reacciones pueden interactuar con numerosos componentes celulares incluyendo

ADN, proteinas y lipidos



Cuadro 1. Especies reactivas de oxigeno de interés bioldgico.

Especies radicalarias Especies no radicalarias

(Oxidantes)

¢ Radical anién superoxido

Peroxido de hidrégeno

¢ Radical hidroxilo Acido hipocloroso

¢ Radical peroxilo

Anidn peroxinitrito

e Radical alcoxilo Oxigeno singulete

e Oxido nitrico

Martinez- Sanchez (2005)



causando dafo en su estructura y funcion (Bayr 2005).

a. Dainos por ROS a biomoléculas

Bajo ciertas circunstancias las ROS son necesarias para el Optimo
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 dafio sobre lipidos, proteinas y ADN, los
cuales pueden iniciar una cadena de eventos que dan como resultado lesion celular

(Cabrera 'y Serrano 2014).

. Primeramente, los acidos grasos poliinsaturados presentes en los fosfolipidos
que conforman la membrana celular son muy susceptibles al ataque de radicales
libres, lo cual puede desencadenar la peroxidacion lipidica, afectando la
permeabilidad de la membrana celular produciendo edema y muerte celular. La
peroxidacion lipidica representa una forma de dafio histico que puede ser
desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singulete, el peréxido de hidrogeno y el
radical hidroxilo. Una vez que los radicales se han producido, se combinan con el
oxigeno disuelto en la membrana para formar radical peroxilo, el cual puede atacar la
membrana de proteina y acidos grasos poliinsaturados adyacentes, propagando la

peroxidacion lipidica de la membrana (Azad y col 2009).

Las proteinas, por su parte, presentan una quimica muy compleja ante el dafo
oxidativo generado por ROS (Vicedo Tomey y Vicedo Ortega 2000). La modificacién
en las proteinas inicia principalmente en reacciones con OH e; Sin embargo, el

proceso oxidativo es determinado por la disponibilidad de Oz y el oxigeno singulete o
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su forma protonada (HO2). Colectivamente, estos ROS dan lugar a la oxidacion de
las cadenas laterales de residuos de aminoacidos, la formacion de enlaces cruzados
proteina-proteina, y la oxidacion de la cadena principal de la proteina, resultando en
la fragmentacion de la misma. Mientras tanto, se ha demostrado que otras formas de
ROS pueden obtener productos similares y que los iones de metales en transicion
pueden sustituir a OH y oxigeno singulete en algunas de las reacciones (Gil y Tuteja

2010).

Finalmente, los dafios al Acido desoxirribonucleico (ADN) parecen ocurrir en
todas las células aerdbicas. 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 dafio oxidativo puede
inducir a una variedad de enfermedades cronicas y degenerativas asi como el
desarrollo del cancer. Una forma comun de dafio es la formacion de bases
hidroxiladas de ADN, las cuales se consideran un factor importante en la quimica de
la carcinogénesis e interfieren con el crecimiento normal de las células causando
multiples modificaciones en la estructura del ADN incluyendo lesiones de base y
azucar, roturas de cadena, enlaces cruzados entre ADN-proteina y sitios de base

libre (Pham-Huy y col 2008).

El nivel de dafio oxidativo al ADN parece estar fuertemente relacionado con la
tasa metabdlica asi como el tipo de ADN en un amplio numero de mamiferos. EIl ADN
mitocondrial del higado de ratas tiene 10 veces mayor dano 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 fosforilacion

oxidativa (Ames y col 1993).

2. Compuestos antioxidantes

Un antioxidante es un compuesto quimico que estando en bajas concentraciones
con respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la oxidacion de dicho
sustrato. También se pueden definir como compuestos que brindan proteccién al
sistema celular de efectos potencialmente dafinos en los procesos que puedan
causar una oxidacién 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 endogenos de tipo enzimatico y no enzimatico, que junto con
antioxidantes exdgenos, interactuan para mantener el equilibrio redox del organismo.
(Bouayed y Bohn 2010). En el Cuadro 2 se muestran los diferentes antioxidantes

endogenos y exogenos.

Los antioxidantes enddgenos son naturalmente producidos por el organismo
mientras que los antioxidantes exdgenos se adquieren principalmente a través de la
dieta. Los principales antioxidantes exdgenos 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 oxigeno
como la respiracion mitocondrial, donde el 85% del oxigeno inhalado es

metabolizado, y en
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Cuadro 2. Clasificacion de antioxidantes enddgenos y exdogenos

Antioxidantes endégenos

Antioxidantes exégenos

Antioxidantes enzimaticos:

Superoxido dismutasa (SOD)
Glutatiéon peroxidasa
Glutation reductasa

Glucosa — 6 — fosfato

deshidrogenasa

Antioxidantes no — enzimaticos

Glutatién (GSH),NADPH, coenzima

Q, albumina, bilirrubina.

Antioxidantes dietarios de frutas,

vegetales y granos

Vitaminas: VitaminaCy E
Elementos traza: zinc, selenio
Carotenoides: beta caroteno,
licopeno, luteina, zeaxantina.
Acidos fendlicos:
acidosclorogénico, galico, cafeico
etc.

Flavonoles: Quercetina,
kaempferol, miricetina y sus
glucésidos.

Flavanoles: proantocianidinas y
catequinas.

Antocianidinas: cianidina y
pelargonidina

Isoflavonas: Genisteina, daidzeina
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 exdégenos juegan un papel importante en
la prevencién del estrés oxidativo y su deficiencia es una de las numerosas causas

de patologias cronicas y degenerativas (Pham-Huy y col 2008).

B. ENFERMEDADES CRONICO DEGENERATIVAS

La organizaciéon Mundial de la Salud refiere que las enfermedades crénicas son
de larga duracién y por lo general de progresion lenta (OMS 2009). Se caracterizan
tipicamente por ausencia de microorganismo causal, factores de riesgo multiples,
latencia prolongada, larga duracidn con periodos de remision y recurrencia,
importancia de factores del estilo de vida, consecuencias a largo plazo (fisicas y

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

Se incluyen dentro de este término a las cardiopatias (enfermedades
cardiovasculares), cancer, trastornos respiratorios cronicos, diabetes, trastornos de
vision y audicion. Se estima que el 75% de las muertes en México son causadas por
enfermedades cronicas no transmisibles, siendo diabetes mellitus el primer lugar en

mortalidad con un 17.5% segun los datos reportados por el INEGI para el afio 2015.

1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica caracterizada por la
alteracion del metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas donde el

paciente cursa con hiperglucemia debido a resistencia a insulina o relativa falta de la
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misma (Zhu y col 2015). La clasificacion de DM incluye cuatro clases: DM tipo 1
(Destruccion de células B pancreaticas, usualmente dejando una absoluta
deficiencia), DM tipo 2 (defecto progresivo de la secrecion de insulina con
antecedente de resistencia a esta hormona), DM gestacional (diagnosticada durante
el embarazo), otros tipos especificos debido a otras causas (defectos genéticos en la
funciones de las células B pancreaticas, defectos genéticos en la accién de la
insulina, enfermedades del pancreas exocrino, inducida por tratamientos médicos
para enfermedades como VIH o trasplante de 6rganos) (Isla 2012). Sin embargo, la
mayoria de los casos se incluyen en DM tipo 1 y DM tipo 2, ésta ultima con la mayor

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

La DM es una enfermedad cronica de causas multiples. En su etapa inicial no
produce sintomas, y cuando se detecta tardiamente y no se trata adecuadamente,
ocasiona complicaciones de salud graves como infarto del corazén, ceguera, falla

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

Durante las ultimas décadas el numero de personas que padecen diabetes en
México se ha incrementado y actualmente figura entre las primeras causas de
muerte en el pais. Los datos de la ENSANUT 2016 reportan que el 9.4% de la
poblacion mexicana ha recibido ya un diagndstico de diabetes, este porcentaje

incrementd 0.2% con respecto a ENSANUT en su versién 2012.

En el estado de Sinaloa la prevalencia de DM por diagndstico médico previo en
personas de 20 afos o mas fue de 8.2%, mayor a la reportada en la ENSANUT 2006

(5.5%). La prevalencia de DM por diagnéstico 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
observo un incremento en la prevalencia de diagndstico previo de DM a partir del
grupo de 40 a 59 afos de edad (11.2 y 10.4%, respectivamente), la cual aumenté
ligeramente en hombres de 60 afios 0 mas (24.8%) y también aumenté en mujeres
de la misma edad (25.5%). El total de personas adultas con DM podria ser incluso el
doble, de acuerdo a la evidencia previa sobre el porcentaje de diabéticos que no

conocen su condicion (Romero-Martinez y col 2013).

a. Tratamiento

La hiperglucemia es el fenobmeno central en todas las formas de DM y su
mantenimiento prolongado se encuentra relacionado con complicaciones
microvasculares (Retinopatia, nefropatia, dafio 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 proximos a la normalidad (Torre y col 2011).

Existen diferentes esquemas de tratamiento para la DM. Por lo general se comienza
con un tratamiento no farmacoldgico, el cual consiste en la modificacion del estilo de
vida (dieta y actividad fisica), y conlleva a la mejora de la resistencia a la insulina y
secundariamente la capacidad secretora pancreatica. Dado que los intentos de
modificacion de estilos de vida no inducen o mantienen un control de la glucemia
adecuado en la mayoria 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 farmacolégico

El tratamiento de la DM tipo 1 se basa en la administracion de multiples dosis de
insulina que imitan el patron fisioldgico de secrecion de la misma (Calvo y col 2006)
mientras que tratamiento farmacoldgico inicial para la DM tipo 2 consiste en el uso de
hipoglucemiantes orales (Rodriguez-Rivera y col 2017). La terapia involucra
principalmente inductores de la secrecion de insulina (secretagogos),
sensibilizadores de la secrecién de insulina e inhibidores enzimaticos (Balderas

Renteria 2015).

Los secretagogos de insulina son agentes farmacolégicos que actuan
incrementando la secrecion de insulina por parte de las células [(B-pancreaticas,
bloqueando los canales de potasio sensibles a ATP, provocando la liberacion de
insulina (Gonzalez-Sanchez y Ortiz-Andrade 2012). Entre los farmacos que
estimulan la secrecion de insulina se encuentran las sulfonilureas, secretagogos de
accion rapida (glinidas), inhibidores de la enzima dipeptidilpeptidasa 4 (DPP-4) y

analogos del péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1).

Los farmacos sensibilizadores de la accion de la insulina presentan mecanismos
muy variados, incrementando principalmente la sensibilidad de los tejidos diana
(musculo e higado) a la insulina. Dentro de este grupo se encuentran las biguanidas,
derivados biguanidicos de los que el unico actualmente aceptado y comercializado
es la metformina, capaces de mejorar la sensibilidad a la insulina, inhibir la
neoglucogénesis hepatica y favorecer la captacion de glucosa por el tejido adiposo y

muscular (Gonzalez-Sanchez y Ortiz-Andrade 2012).
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Por ultimo, los inhibidores de las enzimas que participan en la digestién de
carbohidratos pueden ser coadyuvantes en la disminucion de la hiperglucemia
postprandial en pacientes con diabetes, ya que son capaces bloquear la accion de
enzimas como a- amilasa y a-glucosidasas, que cumplen la funciéon de hidrolizar los
enlaces glucosidicos de polisacaridos hasta obtener monosacaridos, los cuales son
rapidamente absorbidos y transportados a circulacién sistémica aumentando la

glucemia en sangre (Tormo y col 2004).

Actualmente existen tres agentes inhibidores de la enzima a-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
absorcion intestinal de los hidratos de carbono y disminuye la hiperglucemia
postprandial al inhibir de forma competitiva la accion de las a -glucosidasas
intestinales (glucoamilasa, sucrasa y maltasa) que desdoblan los oligosacaridos y
polisacaridos. Los hidratos de carbono no digeridos son metabolizados por bacterias
intestinales en el colon, con formacion de acidos grasos y diversos gases que

producen efectos gastrointestinales adversos (Nijpels y col 2008).

Aunque la acarbosa, el miglitol y la voglibosa cumplen una funcién similar se
diferencian por su estructura quimica y caracteristicas farmacoldgicas. La acarbosa
es un tetrasacarido no absorbible de origen microbiano. El miglitol es un derivado de
la desoxinojirimicina, estructuralmente similar a los monosacaridos, que se absorbe
en mas 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 absorcion
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y se elimina rapidamente por via 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 farmacos son generalmente
alteraciones gastrointestinales como flatulencia, diarrea o dolor abdominal. La
intensidad se relaciona con la dosis y se acentua por el consumo de hidratos de
carbono simples, suelen aparecer al principio del tratamiento, disminuyendo con el
tiempo y desapareciendo con la retirada del farmaco o con un ajuste de dosis

(Salaverria-de Sanz 2012).

Actualmente podemos encontrar inhibidores de enzimas glucosidasas obtenidos
de forma sintética, sin embargo estos inhibidores enzimaticos también pueden
encontrarse de forma natural en plantas y alimentos de origen vegetal. EI consumo
de estos inhibidores enzimaticos de origen natural puede ser una opcion para la
reduccion de hiperglucemia postprandial asi como reducir el riesgo de los efectos

adversos de los farmacos.

2) Alternativas para el control de la glucemia

El reino vegetal es un amplio campo de busqueda para agentes
hipoglucemiantes de origen natural, que pudieran ser libres de efectos secundarios.
Es por ello que inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa de fuentes naturales
ofrecen una atractiva estrategia para el control de la hiperglicemia (Tundis y col

2010).
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Los fitoquimicos son compuestos bioactivos de los alimentos funcionales que
muestran propiedades farmacoldgicas. Dentro de estos compuestos bioactivos se
encuentran los fitoestrogenos que han mostrado efectos benéficos contra la
obesidad y la diabetes (Serrano y col 2006). Otros fitoquimicos como los compuestos
polifendlicos han mostrado asociacién positiva con la actividad inhibitoria de la a-
amilasa. McCue y Shetty (2004) evaluaron el efecto de extractos de hierbas con
distintas concentraciones de acido rosmarinico y del acido rosmarinico puro sobre la
actividad de amilasa pancreatica porcina, encontrando una relacion dosis-
dependiente con la actividad de amilasa para el acido rosmarinico puro, mientras que
un extracto a base de orégano con solo 7% de acido rosmarinico mostré cerca del
50% de inhibicion de la enzima sugiriendo que otros compuestos fendlicos presentes
en el extracto (acido protocatecuico, acido cafeico, acido cumarico, quercetina)

pudieron ejercer un efecto sinérgico y obtener asi alta inhibicion de amilasa.

Habtemariams (2011) midié la inhibicion de la enzima a-glucosidasa por efecto
de kaempferol-3-O-rutinosido, resultando un potente inhibidor de a-glucosidasa in
vitro con 8 veces mas actividad que el medicamento comercial acarbosa, ademas
kaempferol-3-O-rutinosido mostré 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 ademas de su composicidon
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 estd demostrado que tiene beneficios fisioldgicos reduciendo el riesgo de
enfermedades crénicas mas alld de su funcién nutricional basica. Cuando un
alimento funcional ayuda en la prevencion o tratamiento de enfermedades o

desordenes es llamado nutracéutico (Cencic y Chingwaru 2010).

2. Compuestos bioactivos en alimentos

Los compuestos bioactivos no poseen una funcién en la nutricion basica, sin
embargo brindan actividades biolégicas dentro del organismo ya que se encuentran

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

Los diferentes compuestos bioactivos poseen estructuras y actividades biologicas
muy diferentes, en base a esto pueden clasificarse en diferentes categorias 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 concentracion de estos compuestos
dependera de los aspectos agronémicos como el tipo y zona de cultivo, tipo de suelo

y clima, los cuales afectan la composicién de compuestos fendlicos.
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Compuestos bioactivos de los alimentos
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Figura 1. Compuestos bioactivos presentes en los alimentos de origen vegetal (Garcia-Salas 2016).
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Ademas el proceso de conservacion y el tipo de procesado de estos alimentos
hacen que la composicion de compuestos bioactivos varie considerablemente

(Tierno y col 2015).

a. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, en las
cuales participan poco o no participan en la fotosintesis, respiracion o crecimiento y
desarrollo, son encontrados en altas concentraciones en la planta. Constituyen uno
de los grupos mas ampliamente distribuidos en el reino vegetal, se conocen mas de
8000 estructuras fendlicas con diferentes actividades biolégicas, encontradas en
alimentos como frutas, verduras, cereales, especies, hierbas, frutos secos,

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

Los fendlicos se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con uno o
mas grupos hidroxilos unidos. Pueden ser clasificados por el nimero y acomodo de
sus atomos de carbono (Cuadro 3) y se encuentran comunmente conjugados con
azucares y acidos organicos. Los fendlicos se agrupan en dos grandes grupos, los

compuestos flavonoides y los no flavonoides.

1) Flavonoides

Son compuestos polifendlicos que comprometen 15 carbonos con dos anillos
aromaticos 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.

23



Cuadro 3. Esqueletos estructurales basicos de compuestos fendlicos y

polifendlicos.
Esqueleto Clasificacion Estructura basica
Ce-C1 Acidos fendlicos
Ce-C: Acetofenonas @_é)
CH,
Ce-C> Acido fenilacético
: COOH
Ce-Cs Acidos hidroxicinamicos @_//COOH
0_.0
Cs-Cs Cumarinas @j
=
)
Ce-Ca Naftoquinonas
o)
(o]
Ce-C1-Ceé Xantonas
(o]
Ce-C2-Ceé Estilbenos
O X O
Ce-C3-Coé Flavonoides

o]

(Crozier y col 2009).
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El esqueleto basico de los flavonoides puede tener numeros substituyentes,
grupos hidroxilos y azucares, de hecho la mayoria de los flavonoides existen
naturalmente como glucésidos. Los grupos hidroxilos y azucares incrementan la
solubilidad de flavonoides en agua y otros sustituyentes como grupos metilo los

hacen mas lipofilicos (Crozier y col 2009).

2) No-flavonoides

Los principales compuestos no flavonoides son los acidos fendlicos, derivados de
los acidos benzoico y cinamico. Los derivados de acidos hidroxibenzoicos incluyen el
acido galico, p-hidroxibenzoico, vanilico, entre otros; los derivados de acidos
hidroxicinamicos son acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico y acido sinapico,
predominando el acido cafeico. Estos ocurren como conjugados, por ejemplo el acido
tartarico o acido quinico, llamados también &acidos clorogénicos (Vermerrys vy

Nicholson 2008)

D. FRIJOL (Phaseolus vulgaris L)

El frijol comun (Phaseolus vulgaris) es la especie mas conocida del genero
Phaseolus en la familia Fabaceae conformada por mas de mas de 50 especies de
plantas, de toda la américa nativa (Singh y col 1991). Tiene su centro de origen en la
region de Mesoamérica, particularmente en el occidente y sur de México (desde
Jalisco hasta Oaxaca), y dos centros de domesticacién: uno primario (Mesoamérica)

y otro secundario (Sur Andino) (Hernandez-Lopez y col 2013).

25


Liliana
referencia


1. Estructura del grano

El grano de frijol en su parte externa estda compuesto por la testa o cubierta la
cual corresponde a la capa secundaria del 6vulo que es dura, seca y usualmente lisa,
formada por una cuticula delgada que cubre una pared de células prismaticas
contiguas denominadas palizada de células. El hilum, es el que conecta la semilla
con la placenta. El micrépilo, es una abertura en la cubierta cerca del hilum. El rafe,
proviene de la soldadura del funiculo con los tegumentos externos de 6vulo (Figura

2). (Arias 1993).

Su constitucién interna lo integra el embridn, el cual esta formado por la plumula,
las dos hojas primarias, el hipocétilo, los dos cotiledones y la radicula. EI complejo
plumula-radicula esta situado entre los dos cotiledones, aun lado del grano contra la
testa, de tal manera que la radicula esta en contacto con el micropilo y la lumula esta
encerrada hacia el interior del grano (Arias 1993). En el grano seco, el complejo
plumula-radicula 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 granulos de almidon elipticos embebidos en una matriz
proteinica consistentes de cuerpos proteinicos y granulos de aleurona. Los cuerpos
proteinicos son generalmente esféricos y relativamente menores que los granulos de
almidon y estan rodeados por una membrana lipoproteica. Con base en la materia
seca, la testa representa el 9%, los cotiledones un 90% y el 1% restante del embridn,

de la semilla entera.
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Figura 2. Estructura del grano de frijol comun (FAO 1993)
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2. Produccion

Los frijoles son el principal ingrediente en alimentos tradicionales de todo el
mundo, los que incluyen la India, México, Africa y en el centro y sur de América
(Reddy y col 1984). En cuanto a su produccién el continente asiatico es el mayor
productor de frijol contando con el 45.6% de la produccion mundial, seguido por el
continente Americano que representd el 26.1%. México ocupd el séptimo lugar
dentro de los paises productores de frijol, con una produccién de 1, 088,767
Toneladas (Figura 3). Es importante mencionar que en el afio 2014 México ocupaba
el cuarto lugar dentro de los paises con mayor produccién a nivel mundial

(FAOSTAT).

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

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

3. Composicién quimica

El grano de frijol presenta un alto contenido de proteina 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 ademas 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. Proteinas

Las variedades de P. vulgaris L. mas consumidas en Latinoamérica, presentan
un contenido de proteina promedio del 20%, con un intervalo de variacion del 19.3 al

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

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

Estado Produccion (Toneladas)
Zacatecas 306,366
Sinaloa 157,992
Chihuahua 84, 366
Durango 71,720
Nayarit 60, 304

Fuente: SIAP (2017)
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Caracteristica

Contenido

Requerimiento
minimo diario

Composicion quimica (%)

Proteina 14-33

Lipidos 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 proteina

Digestibilidad (%) 52-75

Relacién de la eficiencia proteinica 0.7-1.5

Aminoacidos esenciales (g/100

g proteina)

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 + cisteina 1.2-1.5 2.5
Treonina 4.4-7.0 3.4
Triptofano - 1.1
Valina 4.5-6.7 3.5
Minerales (mg/100 g)

Calcio 9-200 800-1000
Fosforo 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
Acido félico 0.17-0.58 0.4
Anti nutricionales

Oligosacaridos (mg/g) 25-50

Taninos (mgeq.cat/q) 9.6-131.4
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Inhibidores de tripsina (UIT/mg) 13-29

Acido fitico (%) 0.6-2.7

Lectinas (%) 1-5

Cuadro 5. Composicion quimica del grano de frijol

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

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

g de muestra en base seca respectivamente.

1) Calidad de la proteina

El valor nutrimental de la proteina depende de su capacidad de proveer nitrogeno y
aminoacidos en adecuadas cantidades para cumplir los requerimientos del
organismo. En este sentido, la proteina del frijol presenta un alto contenido de lisina
(6.4-7.6 g/ 100 g de proteina) y de fenilalanina mas tirosina (5.3-8.2 g/100 g proteina),
es decir, satisface todos los requerimientos minimos recomendados por la
Organizacion para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) o por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (Mederos 2013); sin embargo, el frijol es deficiente en los

aminoacidos azufrados metionina y cisteina (Reyes-Moreno y col 1993).

A pesar de que el grano de frijol representa una importante fuente de proteinas,
éstan no estan 100% disponibles para el uso del organismo. La baja calidad proteica
del frijol es atribuida a diversos factores como: estructura compacta de las proteinas,
que puede resistir al proceso de protedlisis; factores antinutricionales los cuales

modifican la digestibilidad, alterando la liberacion de aminoacidos y la alta excrecion
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de nitrdgeno endogeno. Entre los llamados factores antinutricionales podemos incluir
a los oligosacaridos, taninos, inhibidores de tripsina, inhibidores de proteasa, las
lectinas y el acido fitico, que se relaciona con la baja digestibilidad de la proteina y
reduccién de la biodisponibilidad de los minerales, entre otros. A pesar de los efectos
negativos de los factores antinutricionales, la evidencia cientifica ha demostrado su
papel benéfico en la prevencion y el tratamiento de enfermedades cronicas

degenerativas (Mederos 2013).

La fraccion de carbohidratos de las legumbres incluye monosacaridos (ribosa,
glucosa, galactosa, y fructosa), disacaridos (sacarosa y maltosa) la fraccion soluble
de azucares, y oligosacaridos como la familia de la farinosa (farinosa, estaqueos y
verbascosa), ademas de celulosa, lignina, pectina, galactosa, arabinosa, xilosa vy
mucosa, mismas que algunos autores clasifican con fibra dietética o carbohidratos no
digeribles. Debido a esta ultima fraccion los carbohidratos del frijol son de absorcion
lenta. Este tipo de carbohidratos son benéficos para la salud, por su bajo indice
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 almidén es el carbohidrato mas
abundante, llegando a representar mas del 50 % del peso del grano. El frijol ademas

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

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

c. Lipidos

El contenido de lipidos del frijol es bajo. Dentro de los macronutrientes del frijol la
fraccion correspondiente a los lipidos es la mas pequefia y esta formada por una
mezcla de acilglicéridos cuyos acidos grasos predominantes son los mono vy
poliinsaturados (Ramirez y Rangel 2011). Campos-Vega y col (2009) evaluaron la
composiciéon quimica de diferentes granos de frijol encontrando una variacién de

lipidos 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 acido fdlico en frijol crudo estan 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 varia 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-Gonzales y col (2013)
analizaron las propiedades fisicas y quimicas de diferentes variedades de frijol,
encontraron minerales como Ca, Mg, Na, K, siendo estos similares entre las distintas

variedades.

34



e. Compuestos bioactivos

El frijol, al igual que otras leguminosas, contiene compuestos bioactivos como
inhibidores de enzimas digestivas, lectinas, fitatos, oligosacaridos y compuestos
fendlicos (Campos-Vega y col 2010). Dentro de los compuestos fendlicos en el frijol
se incluyen variedades de flavonoides como antocianinas, flavanoles, flavonoles,
proantocianidinas, taninos, glucésidos asi como también un amplio rango de acidos

fendlicos (Cuadro 6) (Liny col 2008; Ross y col 2009; Abu-Reidah y col 2013).

1) Acidos fendlicos

En los granos de frijol se han reportado acidos fenodlicos de dos clases: derivados
de acido hidroxibenzoico (acido p-hidroxibenzoico, acido vanillico y acido galico) y
derivados de acidos hidroxicinamicos (acido p-cumarico, acido ferulico, acido

sinapico y acido galico) (Ross y col 2009).

2) Flavonoides

Los flavonoides detectados en frijol incluyen flavonoles como miricetina,
quercetina y kaempferol, estos ultimos siendo los mas abundantes con sus
respectivos glucésidos (Mujica y col 2012); flavanoles como catequina; Antocianinas
incluyendo delfinidina, petunidina, malvinidina, cianidina y pelargonidina con sus
respectivos glucésidos (solo reportadas en frijoles con testas coloreadas) (Lin y col

2008) (Figura 4).
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3) Isoflavonas

El frijol comun no es reconocido por ser fuente de isoflavonas, la soya es la unica
legumbre con alto contenido de isoflavonas (genisteina, daidzeina). Sin embargo,
ambas leguminosas tienen capacidad de fijar nitrdgeno, proceso mediado por
bacteria rhizobia atraido por isoflavonas y cumestrol en la raiz, debido a esto Diaz-
Batalla y col (2006) reportaron isoflavonas en frijol comun posteriormente al proceso

de germinacién.

Cuadro 6. Compuestos fendlicos presentes en frijol comun

Fitoquimicos Contenido
Polifenoles totales (% bs') 0.10-0.5
Ac. p-Hidroxibenzoico (ug/g bs) 10.1
Ac. Ferulico (ug/g bs) 24.0
Ac. p-Cumarico (ug/g bs) 5.4
Catequina (mg/100g bs) 61.0
Antocianinas (mg/100g bs) 45.0
Isoflavonas (mg g') 100 — 700
Daidzeina (mg g') 1-4
Genisteina (mg g') 1-52
Lignanos (mgg™') 30
Taninos (% bs) 0.0-0.7
Otros

Inhibidores de tripsina (mg/100g bs) 7.0
Acido fitico (mg/100g bs) 3.0
Saponinas (mg/100g bs) 56.0

' Bs: Base seca. Adaptado de (Atchibri y col 2010; Campos-Vega y col 2010).
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R1=R2= OH Delfinidina 3-O- glucésido
R1= OCH3, R2= OH Petunidina 3-O- glucésido
R1=R2 = OCH3 Malvidina 3-O- glucésido
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HO

R1=H Kaempferol 3-O- glucésido
R1= OH Quercetina 3-O- glucosido

Figura 4. Estructura flavonoides en Phaseolus vulgaris L. Parte superior
antocianinas, parte inferior glucésidos 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 sintomatologia de algunas enfermedades cronicas,
principalmente obesidad y diabetes (Preuss 2009). Otros efectos benéficos la salud a
los que se ha asociado el consumo de frijol son la reduccion del colesterol en sangre,
mejora en la tolerancia a la glucosa, reduccion en el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y prevencion de ciertos tipos de cancer (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

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

con la actividad hipoglucemiante de esta leguminosa.

a. Actividad antioxidante

Los extractos de frijol comun, especialmente los obtenidos a partir de la cascara,
poseen actividad antioxidante (Oomah y col 2010). La mayoria de los antioxidantes
presentes en frijol son compuestos fendlicos de tipo flavonoide como antocianinas,
glucosidos de quercetina, kaempferol y proantocianidinas (taninos condensados)
(Aparicio-Fernandez 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 comun (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 comun 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 administracién de
extractos acuosos o etandlicos 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 higado (Pari y

Venkateswaran 2003).
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Atchibri y col (2010) analizaron el efecto antidiabético de frijol comun a diferentes
dosis en ratas tanto normales como diabéticas, los niveles de glucosa fueron
medidos cada hora durante 6 horas. El maximo efecto antidiabético se llevé a cabo

en ratas diabéticas a dosis de 300 g/Kg en base humeda 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 germinacion, la extrusion y la fermentacion en estado
sélido (FES) (Duenas y col 2015; Sanchez-Magana y col 2014; Rochin-Medina y col

2015).

La FES o cultivo en estado sdlido es definido como el cultivo microbiano que
se desarrolla en la superficie y en el interior de una matriz sélida en la ausencia de
agua libre (Lonsane y col 1985), es la técnica de conversion de sustratos complejos
en compuestos simples. La FES ha sido ampliamente usada desde la antigiedad
para la produccion de alimentos fermentados como salsa de soya (Barrios-Gonzalez

2012),

1. Tempe

El Tempe consiste en la fermentacion de la soya por hongos del género Rhizopus,
especificamente se emplean R. oryzae y R. oligosporus. La actividad enzimatica de

este moho que interviene en la fermentacion, reblandece las semillas y el crecimiento
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del micelio las aglomera, dando lugar a una torta sélida. Esta fermentaciéon 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
lipidos, carbohidratos y liberacion de vitaminas contribuyendo a mejorar el valor

nutritivo del producto (Nout y Rombouts 1990).

a. Sustratos utilizados en la elaboraciéon de Tempe

El frijol de soya es el sustrato mas comun para la elaboracién de Tempe, sin
embargo se han utilizado diversos materiales como sustrato para su elaboracion,
alguno de estos sustratos son diversas leguminosas, garbanzo, frijol comun, frijol
sesban, frijol terciopelo, frijol alado, guisante amarillo y cereales como cebada, trigo

(Nout y Rombouts 1990).

b. Microorganismos utilizados en la producciéon de Tempe

Debido a las bajas cantidades de liquido en los sustratos para la fermentacion en
estado solido, la gran mayoria 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 produccion del Tempe, pero produce vitamina B12, es por esto que
se recomienda su inoculacion 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 proteina a partir del consumo del sustrato, adicionado con fuentes
inorganicas de nitrogeno y otros minerales. Otra ventaja es el bajo contenido que
poseen en acidos nucleicos al compararlos con las bacterias y las levaduras

(Quilantan y Manuel 1996).

1) Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son el grupo mas importante de microorganismos para
la elaboracion 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 solidos.
En superficies solidas los hongos producen colonias las cuales se dispersan
radialmente debido a su extension 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 fermentacién en estado solido

Microorganismo Sustrato Proceso/producto
Aspergillus spp. Almidon Enriquecimiento
proteico
Aspergillus niger Residuos de platano Proteina
Maiz Koji, etanol
Yuca Cinética de crecimiento
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Cascara de citricos  Enriquecimiento
proteico

Cinéticas de crecimiento

Aspergillus oryzae Arroz Alcohol, aldehidos

Cetonas, koji, miso

Rhizopus oligosporus Yuca Cinéticas de crecimiento
Soya Tempe
Frijol Alimento proteico
Garbanzo

Rhizopus oryzae Yuca Proteina

Trichoderma viridae Salvado de trigo Proteina, 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 produccion de alimentos como el Tempe.
Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 25°C y la de esporulacion 41°C, sin
exceso de oxigeno y humedad. El crecimiento es mejor en pHs acidos, aunque es

afectado en valores por debajo de 3.5. La atmosfera 6ptima debe contener un 20 %
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de oxigeno y menos del 5 % de CO2. En la elaboracién 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 formacion

(Eduar 2015).

Este microorganismos pertenece al reino Fungi, phylum Zygmomycota, orden
mucorales, familia mucoraceae, genero Rhizopus. Algunas de sus caracteristicas
morfologicas ayudan en la diferenciacion entre dichas especies. Las hifas pueden ser

0 no septadas (6-15 y de diametro).

El crecimiento de las hifas proporciona al hongo la capacidad de penetrar en la
mayoria de los sustratos solidos hasta 1 mm o 25% del cotiledén, manteniéndolos
unidos secretando en la punta de la hifa las enzimas hidroliticas que penetran
directamente el sustrato. Estos hongos tienen la capacidad de crecer rapidamente a
temperaturas relativamente altas (37 -45 °C y condiciones de humedad bajas (60-

80%) (Hutkins 2006).

c. Proceso para la elaboraciéon de Tempe

El proceso involucrado en la produccion de tempe difiere considerablemente
entre diferentes lugares y paises (Nout y Kiers, 2005).Sin embargo, durante su
elaboracion, el grano es sometido a etapas previas y a una etapa de fermentacién
en estado sdlido, siendo la duracion y caracteristicas de estas etapas las que varian

en funcién del sustrato utilizado (Roubos-van den Hil y col 2010).
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Los pasos generales para la elaboracién de Tempe se mencionan a continuacién 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 dafados. Posterior a la limpieza se procede a remojar los granos por
12 o 15 horas a temperatura ambiente, lo que facilita la penetracién del micelio.
Durante la fermentacion acida 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 mas lento cuando se
acidifica a pH mas altos. Como el hongo no puede crecer en el grano entero, es
necesario un paso previo de descascarillado que puede ser manual, o por abrasion

mecanica, facilitando el acceso del hongo a los nutrimentos del sustrato.
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Figura 5. Diagrama de flujo de para la fermentacion en estado solido de frijol
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2) Coccion parcial / drenado / enfriado

Se requiere cocer parcialmente por un tiempo de 10 min a 3 h, a temperatura de
ebullicion, esto con el fin de eliminar bacterias que puedan interferir con la
fermentacion, destruir factores antinutricionales y liberar los nutrientes requeridos
para el crecimiento del hongo. El agua de coccion es retirada y los cotiledones son
extendidos en bandejas de bambu, mallas de alambre o cestos perforados. Este
ultimo paso es indispensable para eliminar el exceso de agua pues esto provocaria 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 fendlicos durante el paso de remojo y la coccion,
en el proceso de remojo el agua entra al grano por absorcion molecular, absorcion
capilar e hidratacion, brindando un incremento de volumen en el grano. La reduccion
de compuestos fendlicos puede ser atribuida a la lixiviaciéon de fendlicos en el medio

de remojo (Xu y Chang 2008).

3) Inoculacién

La fuente de inoculacion 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 fermentacién rapida y 6ptima, Wang y col (1975) sugieren
que inocular con 1x10% esporas a 100 g de sustrato cocido produce resultados
satisfactorios. Los hongos son los mas 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 produccion.

4) Contenedores de FES / Incubacién

Tradicionalmente, los granos son empacados en hojas marchitas de platano
perforadas que permiten suministro limitado de aire. Un contenedor sera apropiado si
permite el paso de oxigeno necesario para el crecimiento del hongo, pero no
demasiado que permita la esporulacidon y oscurecimiento del micelio, la temperatura
puede ser controlada, el sustrato retiene la humedad durante la fermentaciéon, no
existe agua libre en contacto con el grano y la fermentacion ocurre en condiciones
higiénicas, hoy en dia, se utilizan bolsas de plastico, tubos flexibles o cajas de
plastico duro con orificios de perforacién adecuada para el crecimiento del hongo.
Los granos de cereales o leguminosas son secados superficialmente e inoculados

con una solucion de esporas y posteriormente empacados.

2. Efecto de la FES sobre la composicion quimica de leguminosas

En el Cuadro 8 se presentan los cambios en la composicion quimica de
leguminosas como el frijol y el garbanzo bioprocesados por FES y cambios en la

composicion nutricional (Aminoacidos escenciales, Digestibilidad in-vitro e in-vivo).
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Cuadro 8. Efecto de la fermentacion en estado sélido sobre la composicion

quimica y valor nutrimental de leguminosas

Frijol Garbanzo
Crudo Tempe Crudo Tempe
Composicion quimica
Proteina (%, bs) 22.76 29.98 19.7 25.7
Lipidos (%, bs) 2.53 1.51 6.1 26
Almidén resistente 240 5.57 1.9 7.6
(g9/100g, bs)
Nutricional
Aminoacidos 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 + Cisteina 214 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
Triptéfano 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. Proteinas

Reyes Moreno y col (2000) reportaron que la FES de los garbanzos causo un
aumento significativo del contenido de proteina cruda (13-14%) respecto a los no
fermentados. Esos valores pueden deberse a la sintesis de proteina causada por la
proliferacion de Rhizopus stolonifer, asi como la sintesis de enzimas por el propio
hongo y a la reduccién de las concentraciones de otros constituyentes. De igual
manera Paredes-Lépez y Harry (1989) reportaron un aumento significativo en la
cantidad de proteinas después de una fermentacién de 72 horas con Rhizopus

oligosporus.

Randhhir y Shetty (2007) reportaron un incremento lineal de proteina con
respecto al crecimiento del inoculo. EIl contenido de proteina incremento de 18%
durante el comienzo la fase de crecimiento a 34% al dia 10 y mantuvo niveles

similares en el resto de la fase de crecimiento.

b. Lipidos

Sparringa y owens (1999) reportaron una disminuciéon continua de la materia
seca durante la fermentacion 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 reduccion
de lipidos, 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 comun, en cuanto al
contenido de lipidos ellos encontraron una reduccion del 38.4%. Esta disminucion se

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

Bastidas y col 2010).

c. Carbohidratos

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

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

d. Fibra dietaria

Guzman-Uriarte y col (2013) analizaron la composicion quimica de frijol comun
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 cancer de colon
(Bingham y col 2003). Los cambios observados en la fibra pueden ser debidos a la
lixiviacion de algunos compuestos durante las etapas previas de la fermentacion
(coccion), ademas el crecimiento del hongo el cual consumira como fuente principal
acidos grasos y posteriormente carbohidratos y grasas como fuentes de energias

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

e. Almidon resistente

Sanchez-Magafa y col (2014) analizaron el efecto de la FES en frijol sobre
contenido de almidén resistente, reportaron un incremento de almidén resistente
después de la fermentacion. 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, coccion y
el efecto de la temperatura permiten la formacion de enlaces de hidrogeno entre las

cadenas moleculares dentro del granulo de almidén.

f. Vitaminas y minerales

En un estudio realizado por Steinkraus y col (1961) se encontré6 que en el
proceso de la elaboracion 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
fermentacion. Kao y Robinson (1978) también reportaron que las vitaminas solubles,
con excepcidon 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 proteinica

Diaz-Camacho (2010) concluyd que el Tempe brinda alta calidad y digestibilidad
a las proteinas, como consecuencia de la produccion de proteasas por el hongo
Rhizopus oligosporus, que fragmentan a las proteicas de las leguminosas en
aminoacidos. Proporcionando asi proteinas 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 aminoacidos esenciales

Rochin-Medina y col (2015) optimizaron el proceso de fermentacion en frijol
negro para obtener mejor capacidad antioxidante y nutracéutica, con respecto al
contenido de aminoacidos esenciales, estos mejoraron por el proceso de
fermentacion; el contenido de Histidina, Isoleucina, los aminoacidos azufrados
(Metionina + Cisteina), los aromaticos (fenilalanina + Tirosina), treonina y valina

incrementaron de manera significativa.

c. Valor biolégico de la proteina

El valor nutricional de los distintos tipos de proteinas difiere segun sea su
composiciéon de aminoacidos, relacidén de aminoacidos esenciales, susceptibilidad a
hidrolisis durante la digestion, 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 proteinica in vivo, PER, NPR,
C-PER y PDCAAS bajo las condiciones 6ptimas de 34.9°C y 51 h de fermentacion.
Reyes-Bastidas (2008) observd un incremento en el C-PER de tempe de garbanzo
en relacion a la harina de garbanzo integral, asi como un incremento en la
calificacion quimica tras el proceso de fermentacion. 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

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

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

a. Compuestos fendlicos totales

Randhir y Shetty (2007) reportaron que la hidrolisis enzimatica en la FES de
fenolicos conjugados resulto en un mejoramiento del contenido de fendlicos libres
con lo que eleva la funcionalidad relevante en la salud. Los cambios en el contenido

de fendlicos se atribuyen a la movilizacién de R. oligosporus en el sustrato.

La cantidad inicial de sustrato comenzé con un bajo contenido en fendlicos 4
mg/g base humeda, esta cantidad se duplico para el dia 8 cuando el incremento de la
actividad de [B- glucosidasa fue detectado, la cual incremento a 10 mg/g base
humedad a los 18 dias de incubacion. Indicando la movilizacién de fendlicos 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 extraccion, siendo la extraccion 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 produccion de B- glucosidasa. Esta enzima
cataliza la liberaciéon de fendlicos totales y flavonoides durante la fermentacion
permitiendo asi 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 fermentacion en estado sélido sobre los niveles de

fitoquimicos en leguminosas

Compuesto bioactivo Frijol crudo Garbanzo
Crudo Tempe Crudo Tempe
Fendlicos totales (mg/100 g) 192.3 431.33 221-269.38 836
Fendlicos libres (mg/100 g) 35.91 190.47 93 631
Fendlicos ligados(mg/100 g) 156.46 240.86 128 205
Taninos - - 4.63 1.24
Inhibidores de tripsina - - 10.96 1.12
Acido fitico 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
Daidzeina 8.0 6.8
Gliciteina 0.5 0.7
Genisteina 460-1820 7.2 9.9

Adaptado por Sanchez-Magafa (2014).
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antes del paso de fermentacion. Paredes Lopez y Harry (1989) reportaron la
pérdida del 100% de taninos en frijol de soya durante la preparacién del Tempe
como resultado de los tratamientos aplicados durante la produccion de sustrato. El
descascarillado y la coccion eliminaron mas del 90%de los taninos por la

predominancia de su localizacién. (Paredes-Lépez y Harry 1989).

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

a. Actividad antioxidante

La FES podria incrementar el contenido de fendlicos y la actividad antioxidante
de semillas y legumbres con lo que se incrementaria el potencial benéfico en la
salud. Vargas y col analizaron el potencial nutracéutico de harinas precocidas de
maiz y de frijol, reportando que la harina de Tempe tuvo mejores caracteristicas al
presentar un contenido alto de fendlicos totales, DPPH y de ORAC de 23.3 mg EC/g,
62.3% y 87.9 uyml TE/g respectivamente, en comparacién con la muestra de maiz
extrudido. Reyes-Bastidas (2014) reporté un incremento de la actividad antioxidante
de la harina de frijol comun 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 fermentacién representa una
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alternativa para afiadir 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 maiz extrudido y frijol fermentado, la mezcla mostro valores de
inhibicion de mutagenicidad: 48.37% (100 pg/tubo), 77.06% (500 ug/tubo) y 77.63%
(1000 pg/tubo); indicando que a concentraciones maximas, la mezcla puede

considerarse como un antimutageno fuerte.

c. Actividad anticancerigena

Los compuestos fendlicos se consideran posibles agentes para combatir cancer
los cuales se ven incrementados en leguminosas mediante el proceso de FES
(McCUE y col 2004). EI almidon resistente tiene efectos benéficos sobre distintos
tipos de cancer (Cardador-Martinez y col 2006). En garbanzo, este tipo de almidén se
vio incrementado tras la coccién, previa a la fermentacion (Sanchez-Magafia y col
2014), debido a la retrogradacion de la amilosa durante el procesamiento térmico, lo

que podria aumentar sus efectos benéficos sobre el cancer.

d. Actividad antihipertensiva

Para valorar la capacidad antihipertensiva se calcula el ICso, que se define como
la concentracion requerida para inhibir el 50% de la actividad de la ECA, entre menor
sea el valor, significa que el inhibidor tiene mayor potencial hipertensivo. Guzman-

Uriarte y col (2013) analizaron el potencial antioxidante e hipertensivo de frijol comun
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bioprocesado por FES, en cuanto a la actividad hipertensiva encontraron valores de
ICs0 0.0117 vs 79.22 ug/mL para la harina de frijol bioprocesada y la harina de frijol
comun sin bioprocesamiento, respectivamente. Durante el bioprocesamiento por FES

existe liberacion de sustancias bioactivas como fitoquimicos capaces de inhibir ECA.

e. Actividad hipoglucemiante (antidiabética)

Los inhibidores naturales a- amilasa y a- 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 farmacos utilizados
con este fin. El grado alimenticio de los inhibidores a- amilasa y a- glucosidasa de los
extractos garbanzo bioprocesado por FES (anadido con sus cascaras), son
potencialmente seguros, y es por esto que son una alternativa para la modulacién de
la digestion de carbohidratos y control para el indice glicémico de productos
alimenticios. La FES puede ser una estrategia eficiente para mejorar el contenido
fendlico, actividad antioxidante y contenido de enzimas inhibidoras asociadas con

diabetes (Sanchez-Magafia y col 2014).
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IV. JUSTIFICACION

El frijol comun es una fuente importante de compuestos fendlicos (acidos
fendlicos, flavonoides) con alta actividad antioxidante e hipoglucemiante, los cuales
incrementan significativamente durante la fermentacion en estado soélido con
diferentes microorganismos. Sin embargo, no existen reportes acerca del efecto de la
fermentacion en estado soélido con el hongo Rhizopus oligosporus sobre los perfiles y
niveles de compuestos fendlicos con actividad antioxidante e hipoglucemiante en
frijol comun. 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 fermentacion en estado
sélido con el hongo Rhizopus oligosporus en los perfiles y niveles de compuestos
fendlicos, asi como, en actividad antioxidante y potencial hipoglucemiante de frijol

comun cv Azufrado Higuera y Negro Jamapa.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el efecto de las etapas del proceso de fermentacion en estado sdélido
(FES) sobre el contenido de compuestos fendlicos hidréfilicos totales de frijol
comun.

2. Identificar y cuantificar compuestos fendlicos hidrofilicos individuales en harinas de
frijol comun 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 fitoquimicos hidroéfilicos de frijol comun.

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

hipoglucemiante de extractos de fitoquimicos hidrofilicos de frijol comun.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Se utilizaron dos variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L), variedad
azufrado higuera y variedad negro Jamapa como material de estudio. Una vez
adquirido el material se limpid y almacen6 en recipientes de plastico, cerrados
herméticamente, a 8-10 °C hasta su uso. Para llevar a cabo la fermentacion se utilizod
el microorganismo Rhizopus oligosporus NRRL 2710 (American Type Culture

Collection, Manassas, USA).

B. METODOS

1. Caracteristicas fisicas del grano de frijol comun (P. vulgaris)

a. Dimensiones

La determinacion se realiz6 a 25 granos seleccionados al azar, utilizando un
vernier. La medicion se hizo por triplicado.
b. Peso de 100/1000

Se determind el peso de 100/1000 granos seleccionados al azar en una balanza
OHAUS (Mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co., EUA). La determinacién se realizé

por triplicado.
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c. Peso hectolitrico

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

repeticiones.

d. Calibre

Se medira contando el numero de granos en 30 g de muestra. Se utilizd6 una
balanza OHAUS (mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co., EUA). Se reportd el

promedio de cinco repeticiones.

2. Obtencidn de las harinas de frijol comun

Los granos enteros de frijol comun fueron sometidos a molienda para la
obtencion de la harina de frijol sin procesar (HFSP=harina de frijol sin procesar). Para
obtener harina de testa (HT) y cotiledon cocido (HCC), los granos enteros se
remojaron 4 horas en agua destilada; relacion 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 coccion acida durante 90°C por 30 min, con relacion 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 cotiledén
cocido fueron mezcladas para obtener HFRC (HFRC= Harina de frijol remojo-
coccion). Para la obtencién de las harinas de cotiledon fermentado (HCF) se utilizé el
procedimiento de Guzman-Uriarte y col (2013) y Sanchez-Magafa y col (2014) con

modificaciones.
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Figura 6. Diagrama de flujo para la obtencidn de harinas de frijol comun

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

Se pesaron 200 gr de cada muestra, los granos enteros se remojaron por 4 h en
agua destilada; relacion 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). El remojo y descascarillado son pasos que
sirven para acondicionar el grano, con el fin de permitir la accién del hongo, la
penetracion de la enzima y el crecimiento del micelio adecuado. Los cotiledones
fueron sometidos a coccion acida durante 90°C por 30 min, con relacion 1:3 (p/v). Se

drenaron y secaron superficialmente a temperatura ambiente.

b. Inoculo

Para la fermentacion se utilizé la cepa Rhizopus oligosporus NRRL 2710. La
cepa liofilizada se propagd en agar de papa dextrosa, en tubos inclinados a 35°C
hasta que el cultivo alcanzo la esporulacién adecuada. Los cultivos se guardaron en
refrigeracion a 4°C hasta su uso. Las esporas se cosecharon con agua destilada
estéril y la concentracion de la solucion obtenida se ajustd para obtener la
concentracion de esporas requeridas (1 x 109/mL) empleando el método de Mc

Farland (Leptospira LABORATORY 1997).

a) Fermentacion

Para realizar la fermentacién, se afadié suspension de esporas (1 x 10°

esporas/mL) a los cotiledones en una relacion de 3 mL por cada 100 g de sustrato.
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La muestra, una vez inoculada, se colocé 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 metodologia de Ledn-Murillo (2016), temperatura de fermentacién= 33.5
°C / tiempo de fermentacion= 108 h. El frijol bioprocesado se secé (50 °C/ 8 h), se
enfrié a 25° C y posteriormente se molié y almacend para la obtencidon de harina de
cotiledén fermentado. Para obtener la harina de tempe se repitiéo 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. Obtencidon de los extractos de fitoquimicos libres

La extraccion de fitoquimicos se realiz6 en las harinas  obtenidas durante
diferentes etapas del proceso de fermentacion en estado sélido de frijol comun,
HFSP, HT, HCC, HFRC y HCF. Para la obtencion de los extractos libres se siguio el
procedimiento descrito por Adom y Liu (2002). Los fitoquimicos libres se extrajeron
de 0.5 g de muestra con 10 mL de etanol al 80% (v/v), se agitaron en un rotator
(OVAN noria R, EUA, 2010) a velocidad 25 por 10 min, se centrifugaron a 5000 x
g/10°C durante 10 min. El sobrenadante se concentré en un tubo coénico a 45°C a
presion baja (Apud Vac Concentrator, Thermo Elector Corporation) hasta un volumen
de 2mL, se secaron y almacenaron a 4°C. Estos extractos se utilizaron para analizar
compuestos fendlicos, identificacion de compuestos fendlicos, actividad antioxidante

(ABTS, DPPH, ORAC) e inhibicion de enzimas (a-amilasa y a-glucosidasa).
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4. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para determinar la concentracion de compuestos fendlicos (libres) se empled el
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton y col (1999). En viales
de 2 mL, se agregaron 20 pl de una solucién estandar de acido galico para construir
una curva de calibracion y 20 yL de muestra (por cuadruplicado), y se utilizé agua
destilada y posteriormente se les agregd 100 pyL de Folin-Ciocalteu, se anexaron 300
ML de NaCOs al 7% y se dejo reposar durante 8 minutos. Una vez transcurridos los 8
minutos, se agregaron 380 uL de agua destilada hasta a completar 2 mL. Obtenidos
los 2 mL se dejo reposar 90 minutos en oscuridad. Transcurridos los 90 minutos se
procedié a realizar la lectura en un espectrofotometro (UV-vis Genesys 10 UV
Thermo Electron Corporation, Madison, WI, EE.UU) a 765 nm. Los resultados se

expresaron como mg equivalentes de acido galico (GAE) / 100 g de muestra, bs.

5. Identificacion de compuestos fendlicos

Para determinar el perfil de compuestos fendlicos se analizaron 10 yL del
extracto etandlico (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 ionizacion por electrospray. La separacién
se realizé en una columna FORTIS C18 (50 x 2.1 mm) (Fortis Technologies LTD.,
Cheshire, Inglaterra). La fase movil consisti6 de agua-acido férmico al 1 % (A) y

acetonitrilo (B)
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Figura 7. Proceso de limpieza de extractos libres de frijol comun P. vulgaris L.
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inyectandose al HPLC con una velocidad de flujo de 0.2 mL/min. El tiempo total
de corrida fue de 50 minutos. La deteccion se realizé a 280, 320 y 350 nm. La
identificaciéon de compuestos fendlicos en la muestra se realizé por comparacion de
los tiempos de retencion y espectros de los picos cromatograficos con los de

estandares comerciales y por espectrometria de masas.

6. Evaluacion de Actividad Antioxidante

a. ABTS

Este ensayo se realizé de acuerdo a lo descrito por Re y col (1999). La AAox se
determind a los extractos de compuestos fendlicos libres por el método del acido 2,2-
azinobis-(3-etilbenzotioazolin-6-sulfonico) (ABTS) para compuestos hidrofilicos;
procedimiento basado en la captacién por los antioxidantes del radical cation ABTS-+
generado en el medio de reaccion. El radical cation del ABTS posee una coloracién
verde-azulada con una longitud de onda de 734 nm. En este método los
antioxidantes se anaden una vez el ABTS -+ se ha formado y se determina entonces
la disminucién de la absorbancia debida a la reduccidon del radical, es decir de la
decoloracion de este. El radical ABTS-+ se obtuvo tras la reaccion de ABTS (7mM)
con persulfato potasico (2.45 mM) incubados a temperatura ambiente (25°C) vy
oscuridad durante 12-16 h. Después la solucion de ABTS+ se diluiyé con agua
desionizada para obtener una solucion de trabajo de ABTS+. La reaccion entre la
solucion de trabajo de ABTS+ y muestras con diferentes concentraciones se iniciaron

y almacenaron (25°C) hasta que la reaccion fue completada. La disminucion de
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coloraciéon se monitoreo en un Lector de Microplacas a 734 nm y se expresé como
porcentaje de inhibicion de ABTS, la cual fue comparada con una curva estandar de
Trolox. Los datos se expresan como pmol 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
determind el grado de decoloracion que provocan sus componentes a una solucion
etanolica de DPPH mediante el método de Brand- Williams (1995) con algunas
modificaciones. Se prepard una solucion madre de DPPH aproximadamente 20 mg/L
del radical en metanol, 990 pL de esta solucion se mezclaron con 10 pyL de solucién
de extracto a diferentes concentraciones. Se preparé un blanco de muestra con 990
ML de etanol y 10 yL de muestra y un blanco de referencia con 990 uL de DPPH y 10
ML de solvente. Se incubdé a temperatura ambiente durante 30 minutos en la
oscuridad y se midio la absorbancia a 517 nm. Los resultados se expresan como

pgmol equivalente de Trolox /100g muestra, bs.

c. ORAC

La capacidad antioxidante se determiné utilizando el método de capacidad de
absorbancia de radicales de oxigeno (oxygen radical absorbance capacity, ORAC),
desarrollado para compuestos hidrofilicos (Ou y col 2001; Prior y col 2005). La
degradacion térmica del compuesto 2-2’-Azobis-aminopropano (AAPH) produce
radicales peroxilo (ROO), los cuales oxidan al compuesto fluorescente,

diclorofluoresceina (DCFH) al compuesto no fluorescente diclorofluorescina (DCF). El
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grado de inhibicién de los antioxidantes (fitoquimicos) atrapa los radicales libres. Se
preparo la solucién generadora de radicales libres (2-2’-Azobis-aminopropano) AAPH
agregando 0.207 g del reactivo y se afora en un matraz de 5mL. La fluoresceina se
preparo a una concentracion de 0.1 yM, a 25 uL de muestra se le agregd 150 uL de
fluoresceina y se mezcl6 agitando a 1200 rpm por 20 seg la reaccion inicia al agregar
25 pyL de AAPH. La fluorescencia se mide a 485 nm de excitacion y 583 nm de
emisidn. La reaccion de los radicales peroxilo genera la perdida de fluorescencia con

el tiempo como se indica en la siguiente reaccion:

R-N=N-R>N2+2R0O0O*

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

ROO* + AH - ROOH + A*

ROO* + A* > ROOA

El efecto de un antioxidante es integrado por el area neta bajo la curva sobre la
perdida de la fluorescencia (AUC) (AUCAOX — AUCno AOX). Los resultados se
expresaron como micromoles (umol) Trolox (TE) por 100 g de base seca (umol de

TE/100g, bs).

7. Actividad hipoglucemiante

a. Inhibicion de a-amilasa

Se uso colorimetria del acido 3,5-dinirosalicilico (McCue y col 2005). Se prepard

una solucidon de a-amilasas a una concentracion 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 50uL de muestra se
mezclo con 50 L de enzima y se incubo a 37°C por 10 min, luego se le agregé 83uL
de solucion de almidén 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 incubacién a 37°C se detiene la reaccion con 165
ML de acido dinitrosalicilico en bafio de agua hirviendo por 10 min, se enfria y diluye
a 1656 mL con agua. Se midi6 a una absorbancia a 540 nm. Los datos se reportan
como porcentaje de inhibicion de a-amilasa (%IAA). Se utilizé una curva de acarbosa
como control y los resultados se expresan como pg equivalentes de acarbosa (EA)

por 100 gramos de muestra.

b. Inhibicién de a-glucosidasa

La inhibicidn de a-glucosidasa se midi6é segun la metodologia de Lépez- Angulo y
col (2014) con ligeras modificaciones. En una microplaca de 96 pocillos, se
agregaron (50 mL) de las alicuotas de las muestras y mezclaron con 10 uL de la a-
glucosidasa (0.5 U/mL) en buffer de fosfato (0.1 M, pH 6.9); la microplaca se incub6
durante 10 min a 37°C y se anadieron 50 pyL de p-nitrofenilo-glucopiranésido en
buffer de fosfato (5mM) a cada pocillo. Nuevamente, la microplaca se incubo (37°C /
10 min) y se midié la absorbancia a 405 nm utilizando un Lector de Microplacas
(Synergy™ |, BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA). Los datos se reportaron como
porcentaje de inhibicién de a-glucosidasa (%IAG). Se utilizé6 una curva de acarbosa
como control y se reportaron resultados como pg equivalentes de acarbosa (EA) por

100 gramos de muestra.
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8. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA)
factorial, seguido por comparacion de medias aplicando la prueba de rangos

multiples de Duncan con un nivel de significancia del 5%.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A. CARACTERIZACION FiSICA DEL GRANO DE FRIJOL COMUN (Phaseolus

vulgaris L)

Las caracteristicas fisicas del grano se muestran en el Cuadro 10. Estas
caracteristicas son de gran importancia debido a que brindan importante atractivo
visual para la comercializacion y las formas de consumo de este grano. El frijol
comun 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 tamafio de semilla esta asociado con la domesticacion 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 gy 21.03 g,
para azufrado higuera y negro Jamapa, respectivamente. Siendo las primeras
clasificadas de tamafo grande (>40 g/ 100 semillas) y las segundas de tamafio

pequefio (hasta 25 g/ 100 semillas).

El peso hectolitrico fue de 83.35 kg/hL y 80.39kg/hL para azufrado higuera y
negro jamapa, respectivamente. Este parametro 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 fisica del grano. Por ultimo el % de testa para el
frijol azufrado higuera fue de 7.16% y negro Jamapa con 10.17%, resultados que
concuerdan con Iniestra-Gonzales 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 parametro se

relaciona con el
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Cuadro 10. Caracteristicas fisicas de los granos de frijol comun (Phaseolus vulgaris

Caracteristica fisica

Frijol comun

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 hectolitrico (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 parametro es determinante
en el tiempo de coccion del frijol y otras leguminosas sin embargo Pérez-Herrera y
col (2002) encontraron una corelacion baja (r= 0.28) entre % testa y tiempo de
coccion , reportando que esto depende en gran medida a las diferencias en la
capacidad de imbibicion de las variedades de frijol y no de otros componentes
estructurales del grano. Gomez-Favela y col (2017) reportan que en variedades de
garbanzo con % mayor testa necesitaron mas tiempo para alcanzar la saturacion de

agua comparado con granos de cascara delgada

B. EFECTO DEL PROCESO DE FES SOBRE EL CONTENIDO DE COMPUESTOS

FENOLICOS HIDROFILICOS TOTALES DE FRIJOL COMUN

1. Efecto de las etapas previas (remojo-coccion) a la FES sobre el contenido

de fendlicos hidrofilicos totales de harinas de frijol comun

El contenido de fendlicos totales (CFT) de la harina de frijol comun (P. vulgaris)
sin procesar (HFSP=harina de frijol sin procesar), harina de frijol obtenido después
de las etapas de remojo y coccién (HFRC=harina de frijol remojado-cocido), harina
de cotiledén 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-coccion) a la FES
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Cuadro 11. Contenido de fendlicos totales (CFT) en harinas de frijol comun sin

procesar y remojado cocido.

Frijol Muestra CFT*
HFSP ' 70.20£2.90°
HFRC 2 59.75+3.45¢
Azufrado Higuera
HCC 3 44.09 £ 3.32¢
HT# 15.66 +0.17 f
HFSP? 7576 £5.3272
Negro Jamapa
HFRC? 69.72+0.73°
HCC3 36.68 £ 0.62 ©
HT# 33.03+0.37¢

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p<0.05);
' Harina de frijol sin procesar ? Harina de frijol remojado-cocido 2 Harina de cotiledéon

cocido # 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 representd una mayor proporcion (73.79%) en HFRC que HT (26.21%), a pesar
de que la HT presentd una mayor concentracion 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 proporcion (92.84%) en HFRC que HT (7.16%) en el

grano.

Durante la preparacién de tempe los granos se descascarillan (separacion de la
testa de los cotiledones) en una etapa previa a la FES, remojandolos regularmente
en una disolucion de acido acético. Remojar en agua acidificada facilita en gran
medida el descascarillado y garantiza una hidratacion completa incluso de los granos
mas duros. Sin embargo, en la presente investigacion 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 propésito de descascarillar los granos es solo para fermentar los cotiledones,
los cuales son un sustrato mas 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 fendlicos. En el
proceso de remojo el agua entra al grano por absorcion molecular, absorcion capilar

e hidratacion, brindando un incremento de volumen en el grano. La reduccion de
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compuestos fendlicos puede ser atribuida a la lixiviacion de fendlicos en el medio de

remojo (Xu y Chang 2008).

La etapa de coccién es aplicada a los cotiledones con el fin de eliminar bacterias
que puedan interferir con la fermentacion, destruir factores antinutricionales vy liberar
los nutrientes requeridos para el crecimiento del hongo. El agua de coccion es
retirada y los cotiledones son extendidos sobre una base con perforaciones. Este
ultimo paso es indispensable para eliminar el exceso de agua pues esto provocaria el
crecimiento de bacterias, deterioro del tempe, y menor vida de anaquel. Muchas
veces, esta etapa de coccidn se realiza en agua acidificada, para favorecer el
crecimiento posterior del hongo, ya que éste crece pH bajos, y ademas restringir el
crecimiento de posibles bacterias de descomposicion durante el proceso de FES. Sin
embargo, durante la etapa de coccion de los cotiledones, también existen pérdidas
importantes de compuestos fendlicos en el agua de coccidn, la cual es retirada de los

granos cocidos (Xu y Chang, 2008; 2011).

2. Efecto de la FES sobre el contenido de fendlicos hidrofilicos totales de

harinas de frijol comun

En el Cuadro 12 se presenta el contenido de compuestos fendlicos totales en
harinas de cotiledén cocido de frijol comun, de las variedades azufrado higuera y
negro jamapa. Se puede observar que el cotiledéon cocido de la variedad negro
jamapa presentd un contenido significativamente mayor (79.08 mg EAG/100g de
muestra, bs) de compuestos fendlicos 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 fendlicos totales (CFT) en harinas de

cotileddén cocido de frijol comun sin fermentar y bioprocesado por FES

Frijol Muestra CFT*
Azufrado HCC!' 47.49 + 3,58 ¢
Higuera
HCF 2 117.77 £ 0.05°
Negro HCC’ 79.08 £0.55°¢
Jamapa
HCF2 164.47 +1.752

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p<0.05);
' Harina de cotiledon cocido 2 Harina de cotiledon fermentado *mg EAG/100g de

muestra en base seca
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reportados por diversos investigadores para frijol comun (Guzman Uriarte y col,

2013; Rochin-Medina y col, 2015; Nyau y col, 2016).

En el Cuadro 12 también se muestra el contenido de compuestos fendlicos
totales en harina de cotiledon de frijol bioprocesado por FES. Al analizar el efecto del
bioproceso de FES sobre el contenido de compuestos fendlicos nos damos cuenta
que en ambas variedades de frijol, este bioproceso, de manera general causo
aumento en el contenido de compuestos fendlicos 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
Guzman Uriarte y col (2013) en frijol comun azufrado higuera y Rochin Medina y col
(2015) en frijol Negro Nayarit, ambos autores atribuyen el aumento producido por la
FES a la accion de la enzima B-glucosidasa que cataliza la liberacion 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 B-glucosidasa. Sin embargo, se ha
reportado que distintas enzimas hidroliticas producidas durante la FES estan
asociadas con la liberacién de compuestos fendlicos (Robledo y col 2008; Cho y col
2009). Los resultados en el perfil de compuestos fendlicos obtenido después de la
FES de los cotiledones de las variedades de frijol estudiadas en este trabajo, sera

descrito y discutido ampliamente en una seccién posterior.
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C. EFECTO DEL PROCESO DE FES SOBRE EL PERFIL Y CONTENIDO DE
COMPUESTOS FENOLICOS HIDROFILICOS INDIVIDUALES IDENTIFICADOS EN

FRIJOL COMUN

1. ldentificacion de compuestos fendlicos hidrofilicos individuales en frijol

comun variedades azufrado higuera y negro Jamapa

En el presente trabajo de investigacion fueron identificados diferentes
compuestos fendlicos de naturaleza no-flavonoide, como los acidos 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 maxima absorcién 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 fendlica.

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 fendlicos en frijol comun 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 fendlicos. Los picos
1, 3 y 4 presentaron un espectro UV similar al del acido ferulico. En el analisis
obtenido por HPLC-MS, estos picos presentaron un ion molecular negativo [M-H] de

m/z 385 correspondiente a un acido aldarico (galactarico o glucarico) ligado a el

81



acido ferulico, y dos iones de fragmentacion, [M-H]- de m/ z 193 correspondiente a

residuo de acido
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Cuadro 13. Identificacion de compuestos fendlicos en extractos etandlicos de frijol comun variedad azufrado higuera y

16n
Identificacion tentativa UV (nm) I[\:noﬁ]c_ ular Fragmentos (m/z) Referencia
Catequina conjugada 233, 245, 325 289 205 Duenas y col (2015)
Ac. Trans- p- Cumaroil aldarico 312 355 209, 193, 163 Duefias y col (2015)
Ac. Trans-feruloil aldarico 326 385 209, 193 Mekky y col (2015)
Ac. Ferulico 300, 320 193 193, 175 Liy col (2017)
Miricetina 254, 372 317 Lopez y col (2013)
Miricetina-3-O-glucésido 238, 255, 353 479 316, 271, 256 Muijica y col (2012)
Quercetina-3-(6 ‘'malonil)-glucésido 238, 256, 353 549 505, 463, 300, 271 Mekky y col (2015)
Quercetina-O-acétil hexésido 254, 368 505 463, 301 Mekky y col (2015)
Quercetina -3-O-glucésido 238, 256, 353 463 301 Lin y col (2008)
Kaempferol -3-O-glucésido 264, 346 447 285 Muijica y col (2012)
Kaempferol-3-(6 'malonil)-glucésido 260, 300, 347 533 511, 489, 307, 285 Muijica y col (2012)
Kaempferol-O-acilhexésido 350 489 285 Duerias y col (2016)
Kaempferol 232, 246, 366 285 259, 239 Mekky y col (2015)
Trimero de procianidina 280 1083 863, 575 Ross y col (2009)
Dimero de procianidina digalato 282 1067 881, 777 Ross y col (2009)
Genisteina 7-O-B-D-apiofuranosil-(1->6)-B-D- 254, 323 563 431, 269, 175 Mekky y col (2015)

glucopiranésido

negro Jamapa por HPLC-DAD-MS.
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Figura 8. Separacion de compuestos fendlicos extraidos con etanol al 80% a partir de las fracciones HCC (a) y HCF(b) de frijol
comun azufrado higuera por LC-DAD- MS (280-350 uv). A, B, C. Compuestos no identificados 1. Ac. Trans-feruloil aldarico 1, 2.
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Catequina conjugada, 3. Ac. Trans-feruloil aldarico 2, 4. Ac. Trans-feruloil aldarico 3. 5. Ac. Ferlico, 6. Quercetina-3-(6"malonil)-
glucésido, 7. Quercetina-3-O-glucdsido. 8. Kaempferol-3-O-glucésido, 9. Kaempferol-3-(6 ‘malonil)-glucésido, 10. Kaempferol-O-
acilhexodsido, 11.Kaempferol, 12. Tetramero de procianidina, 13. Trimero de procianidina, 14. Dimero de procianidina digalato.
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Figura 9. Separacion de compuestos fendlicos extraidos con etanol al 80% a partir de las fracciones HCC (a) y HCF (b) de frijol comun negro
Jamapa por LC-DAD- MS (280-350 UV). A, B, C. Compuestos no identificados 1. Catequina conjugada, 2. Ac. Trans-p-cumaroil aldarico, 3. Ac.
Trans-feruloil aldarico 1, 4. Ac. Trans-feruloil aldarico 2, 5.Genisteina 7-O-B-D-apiofuranosil-(1->6)-B-D-glucopiranésido, 6. Ac. Ferulico 7.
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Miricetina-3-O-glucésido, 8. Quercetina-3-O-glucosido, 9.Quercetina-O-acétil  hexdxido, 10. Kaempferol-3-O-glucésido, 11.Miricetina,
12.Kaempferol-3-(6 ‘malonil)-glucésido, 13. Trimero de procianidina, 14. Dimero de procianidina digalato.
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ferulico, y [M-H]- de m/z 209 correspondiente a un residuo de acido aldarico
(Figura 10 a). Estos compuestos han sido identificados como formas isoméricas de
acido trans-feruloil aldarico. Duefias y col (2015) reportaron la existencia de acidos
trans-feruloil aldarico en frijol comun P. wvulgaris, ademas Lopez y col (2013)

reportaron estos compuestos como mayoritarios en frijol comun variedad tolosona.

Se identificaron varios glucosidos de quercetina y kaempferol en el analisis de
HPLC-MS. El pico 6 se identific6 como Quercetina-3-O-glucdsido, presento un ion
molecular negativo [M-H]" m/z 463 y produjo el ion de fragmentacion 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-glucésido o quercetina-3-galactosido
por Prati y col (2007), los cuales han sido reportados en frijoles y otras fabaceas. 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 6 248 uma veces
mayor que su aglicona, por lo que corresponde a quercetina-3(6’-malonil)-glucoésido.
Este compuesto también fue reportado por Lin y col (2008) en extractos de frijol

comun.

Los picos 8, 9 y 10 fueron identificados como kaempferol-3-O-glucésido, kaempferol-
3-(6"'malonil)-glucosido, kaempferol-O-acilhexdsido, respectivamente. El pico 8 fue
identificado como kaempferol-3-O-glucésido mostrando un id6n molecular negativo [M-
Hl'm/z 447 y un ion de fragmentacion 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) acido ferulico conjugado con
acido aldarico, b) Kaempferol-3-O-glucésido y ¢) Quercetina-3-O-glucdsido.
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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 6 248 uma veces mayor que su
aglicona. Asi, el pico 9 fue identificado tentativamente como Kaempferol-3-

(6 'malonil)-glucésido (Lin y col 2008).

El pico 10 presentd un ion molecular negativo [M-H]- m/z 489 y produjo un ion de
fragmentacion de m/z 285, sugiriendo una pérdida de una hexosa y un grupo acil
(Duefias y col 2016). El pico 11 fue identificado como aglicona de kaempferol
comparandolo con su estandar comercial y analisis 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), tetramero de procianidina
(pico12), trimero de procianidina (pico 13) y dinero de procianidina (pico 14). Estos
hallazgos concuerdan con lo reportado para frijol comun P. vulgaris de distintos
autores (Abu Reidah y col 2012; Lépez y col 2013). Ademas de estar presentes en
otras leguminosas como lentejas (Duenas y col 2016), chicharillo (Lopez 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 acido sinapico 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 aminoacido 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 comun. Ademas Reyes-Bastidas y col (2010) reportaron
un incremento de los aminoacidos aromaticos después de la FES, por lo que el pico

C se identifico 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 fendlicos,
incluyendo &cidos hidroxicinamicos libres, como el acido ferulico (pico 6). Este
compuesto fue identificado por comparacién en los tiempos de retencién y espectro
UV con su estandar comercial (Figura 11) y confirmado por espectrofotometria de
masas. Ademas de los acidos hidroxicinamicos libres también se encontraron en
forma de esteres. En el analisis de HPLC-MS, el pico 2 presento un ion molecular
negativo de [M-H]- m/z 355 correspondiente a un acido aldarico (galactarico o
glucarico) ligado a &acido p-cumarico, y dos iones de fragmentacion m/z 163
correspondiente al residuo de acido p-cumarico, y m/z de 209 correspondiente a un

residuo de acido aldarico.

Los picos 3, y 4 han sido identificados como formas isoméricas de acido trans-

feruloil aldarico al igual que en el frijol azufrado higuera.

El pico 5 fue tentativamente identificado como Genisteina 7-O-3-D-apiofuranosil-
(1->6)-p-D-glucopirandsido al comparar su ion molecular negativo [M-H]-m/z 563 y su

patrén de fragmentacion 431,269 y 175 con lo reportado por Mekky y col (2015).

Se identificaron 8 compuestos de tipo flavonoide en los extractos etandlicos de
frijol negro jamapa. El pico 7 fue identificado como miricina-3-O-glucoésido,
presentando un ion molecular negativo [M-H]-m/z 479 y produjo el ion mayoritario
de fragmentacién m/z 317 (miricetina) al perder un residuo de hexosa [M-H]-m/z 162.

Aparicio-Fernandez y col (2005) afirman ser los primeros en reportar un glucésido de
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miricetina en P.vulgaris. Lin y col (2008) sefialaron que miricina-3-O-glucodsido fue el

principal flavonol presente en variedades negras de P. vulgaris.
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Figura 11. Espectro UV de acido ferulico. (a) Muestra y (b) Estandar comercial

Los picos 8 y 9 corresponden a quercetina-3-O-glucésido y quercetina-O-acétil
hexoxido, respectivamente. El analisis de masas para el pico 8 generé un ion
molecular negativo [M-H]- m/z 463, asi 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 glucésidos de kaempferol reportados en frijoles pintos por Aguilera y col (2011).

El pico 10 fue identificado como kaempferol-3-O-glucdésido mostrando un ion
molecular negativo [M-H]-m/z 447 y un ion de fragmentacion 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 6 248 uma veces mayor que su aglicona. Asi, el pico 9 fue
identificado tentativamente como Kaempferol-3-(6 ‘'malonil)-glucésido (Lin y col 2008).
Ademas se identifico 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 unicamente en variedades negras de P.

vulgaris.
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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-coccion) a la FES sobre el contenido
de compuestos fendlicos hidrofilicos individuales de harinas de frijol

comun

En el Cuadro 14 se presenta el contenido de compuestos fendlicos hidrofilicos
individuales identificados en harinas de frijol comun 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 presentd6 wuna cantidad
significativamente mayor (243.23 ug/g) de compuestos fendlicos identificados que la
variedad negro jamapa (161.32 ug/g). Los compuestos identificados en estas
variedades de frijol correspondieron a los grupos acidos hidroxicinamicos, flavanoles,
flavonoles e isoflavonas. En la literatura se ha reportado que los compuestos
fendlicos no flavonoides como los acidos hidroxibenzoicos y los acidos
hidroxicinamicos se encuentran en mayor contenido en el cotiledén, 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 investigacion
este no fue el caso, ya que tanto el cotiledon como la testa de las dos variedades

estudiadas presentaron mayores contenidos de flavonoides que de acidos

94



hidroxicinamicos (datos no mostrados). El frijol variedad azufrado higuera sin
procesar presentd un mayor contenido de flavonoles (180.93 ug/g), con un 74.40%
de los compuestos fendlicos totales identificados, seguido por el contenido de
flavanoles (43.30 ug/g) y acidos hidroxicinamicos (18.99 pg/g) los que representan el
17.80% y 7.81%, respectivamente, del total de los compuestos fendlicos identificados.
En esta variedad de frijol no fueron identificados compuestos fendlicos

correspondientes al grupo de las isoflavonas.
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Cuadro 14. Contenido de compuestos fendlicos hidrofilicos individuales identificados en harinas de frijol comun sin

procesar y remojado-cocido.

Azufrado Higuera Negro Jamapa
C':omponente (Mg/g) HESP' HFRC 2 HESP' HFRC?
Acidos hidroxicinamicos HCC?® HT* TOTALS HCC? HT* TOTALS
Ac. Trans feruloil aldarico 1 nd nd nd nd 6.81+0.162 | 3.13+0.03¢ [0.24+£0.01¢ |3.37 £0.03"
Ac. Trans feruloil aldarico 2 6.05+0.07° | 3.62+0.099 | 0.18+0.06° | 3.80+0.10° [11.86 +0.052 3.77+0.179 |0.20+0.01¢ [3.97+0.17 ¢
Ac. Trans feruloil aldarico 3 6.85+0.082 | 5.08+0.11° | 0.23+0.02¢ | 531+0.11° nd nd nd nd
Ac. Trans-p-cumaroil aldéarico nd nd nd nd 542+0.032 | 218+0.01° [0.19+0.02¢ |2.38 + 0.03°
Ac. Fertlico 6.08 +0.37° | 541+0.03° | 0.22+0.01f 5.63+0.03° | 8.25+0.022 | 435+0.13° | 0.31+0.01 (4.66+0.12¢
Sub- total 18.99° 1412 ¢ 0.63" 14.75 ¢ 32.34°2 13.44f 0.96 9 14.40 ¢
Flavanoles
Catequina conjugada 7.99+034F [1192+0.19° | 0.76+0.029 | 12.68+0.17¢ |18.13+0.112 |15.55+0.01° [0.45+0.00" 16.01 +0.02°
Tetramero de procianidina 746+0422 | 467+0.07¢ | 0.55+0.01¢ | 523+0.07° nd nd nd nd
Trimero de procianidina 15.42 +0.26° (15,00 +0.749 | 2.30+0.04¢ | 17.31+0.75° | 33.47 +1.992 (31.07+1.85° [3.04 +0.01° B4.12+1.842
Dimero de procianidina digalato [12.41+1.86° {11.92+0.05¢ | 1.70+0.07° |13.63+0.07 ® |16.74+0.32° | 9.93+0.05¢ | 0.43+0.017 [10.36 +0.06 ¢
Genisteina © nd nd Nd nd 2446 +0.10° | 453+0.14° | 0.20+0.01° |4.73+0.15°
Sub- total 43.30 © 43.53 ¢ 5.32f 48.85 ¢ 92.80 2 61.11¢ 413" 65.24 ©
Flavonoles
8322‘;?;‘33'3'(6 malonil)- 8.44+0.19% | 6.55+0.20° | 3.12+£0.01¢ | 9.68+0.202 nd nd nd nd
Quercetina-3-O-glucésido 759+0219 | 6.72+0.119 | 260+ 0.04" 9.33+0.07° | 897+0.01° | 7.32+0.02° [3.83+0.009 f11.15+0.022
Quercetina-O-acétil hexdsido nd nd nd nd 3.14+0.01° | 2.82+0.03¢ |0.80+0.02¢ [3.62+0.052
Kaempferol-3-O-glucosido 126.50 + 5.492 |93.45+5.20° |21.82+0.19¢ 11528 +5.13P | 7.37+0.01° | 6.04 +0.17 ¢ |5.08+0.00f 11.12+0.17¢
;?Jiémsﬁgim"?"(e malonil)- 16.50 £ 0.35¢ |22.11£0.01° | 7.41£0.21¢ | 2052+ 0.222 | 3.66+0.05' | 3.08+0.01° [1.03+0.02" |4.11+0.00°
Kaempferol-O-acilhexdsido 5.38+0.06° | 7.97+0.05° | 1.47+0.01¢ | 9.44+0.04° nd nd nd nd
Kaempferol 16.50 +0.33°% | 7.57+0.11¢ |13.01+0.51° | 20.59 +0.62 2 nd nd nd nd
Miricetina-3-O-glucésido nd nd nd nd 9.56+0.08% | 8.85+0.09 ¢ |6.14+0.01¢ 14.99+0.102
Miricetina nd nd nd nd 3.48+0.06° | 249+0.01¢ |1.34+0.00¢ [3.84+0.012
Sub- total 180.93°" 144.40 © 49.47 ¢ 193.87 2 36.18 © 30.62 ¢ 18.24f 48.86 ¢
Total 243.23° 202.06 © 55.439 261.17 2 161.324 105.17 f 23.34h 128.52 ¢

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar. Medias con la misma letra en un mismo
renglon no son diferentes (Duncan, p<0.05); 1 Harina de frijol sin procesar, 2 Harina de frijol remojado-cocido, 3 Harina
de cotileddon cocido, 4 Harina de testa; 5 Suma de HCC y HT, 6 Genisteina 7-O-p-D-apiofuranosil-(1->6)--D-
glucopirandésido

96



En el caso de la variedad negro jamapa, éste presentd mayor contenido de
compuestos correspondientes al grupo de flavanoles (65.24 ug/g) que representan el
57.52% del total de fendlicos identificados, seguido del contenido de compuestos
flavonoles (36.18 ug/g), isoflavonas (24.46 ug/g) y acidos hidroxicinamicos (32.34
Ma/g) los que representan el 22.91%, 15.16% y 16.76%, respectivamente, del total de

los compuestos fendlicos identificados.

En el Cuadro 14 también se muestra el contenido de compuestos fendlicos
identificados en el grano de frijol remojado-cocido, asi como el contenido de
compuestos fendlicos en las fracciones cotiledones y testas de este grano procesado
por remojo y coccion (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 fendlicos en el frijol remojado-cocido, que
las cascarillas (testas), excepto para el caso del Kaempferol en la variedad azufrado
higuera; esto ocurrié a pesar de que las cascarillas presentaron concentraciones
(datos no mostrados) mucho mayores de cada uno de los compuestos fendlicos
identificados. Esto se debe, basicamente, a que los cotiledones representan un
porcentaje mayor al 90% del grano de frijol remojado-cocido. Gonzalez de Mejia 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 comun
mexicano y representd el 11% de la semilla total, similar a lo encontrado en el
presente trabajo de investigacion. Al analizar esta informacién por grupos de

compuestos fendlicos encontramos que los acidos hidroxicinamicos 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 coccidn sobre el contenido de
compuestos fendlicos totales nos damos cuenta que en ambas variedades de frijol
estos procesos de manera general causaron disminucion en el contenido de
compuestos fendlicos totales (-15.07% en la variedad azufrado higueray 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 fendlicos pertenecientes al grupo de los acidos hidroxicinamicos los
procesos de remojo y coccidon causaron una disminucion (-22.33% y -35.54% para
azufrado higuera y negro jamapa, respectivamente), mientras que los compuestos
fendlicos 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 presentd un comportamiento
diferente en cada variedad de frijol frente al procesamiento por remojo y coccién; en
la variedad azufrado higuera, este grupo de compuestos aumentd (+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 disminuyé
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(-80.66%) drasticamente por efecto de las etapas de remojo y coccidn en los granos
de frijol variedad negro Jamapa. Guzman-Tovar y col (2009) analizaron 16 genotipos
del frijol negro mexicano y reportaron una un alto contenido total de compuestos
fendlicos en la semilla cruda el cual se redujo (-50%) después del proceso de coccidn,
aunque esta disminucién fue diferente entre los genotipos estudiados. Al contrastar
estos resultados con los de la presente investigacion, se puede decir que las
perdidas encontradas aqui fueron pequenas (-7.38% y -15.07%) con los resultados

mencionados anteriormente (-50%).

En las siguientes secciones se presenta un analisis detallado del contenido de
compuestos fendlicos de manera individual para cada grupo identificado, asi como el
efecto de los procesos de remojo y coccion sobre el contenido de estos compuestos

de manera individual.

a. Compuestos hidroxicinamicos

En el Cuadro 14 se presenta el contenido de compuestos fendlicos
hidroxicinamicos identificados en harinas de frijol comun sin procesar y remojado-
cocido, de las variedades azufrado higuera y negro jamapa. La HFSP de la variedad
negro jamapa presentod un contenido ligeramente mayor (32.34 pg/g) de compuestos
hidroxicinamicos que la HFSP de la variedad azufrado higuera (18.99 pg/g). Estos
compuestos representaron el 7.81% y el 16.76% del total de compuestos fendlicos
identificados en azufrado higuera y negro jamapa, respectivamente. El acido trans-

feruloil aldarico fue identificado dos veces y es el mayoritario en frijol azufrado
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higuera (12.90 ug/g) y negro jamapa (8.67 ug/g), seguido del acido ferulico (6.08 pg/g)
y (8.25 pg/g), respectivamente. De acuerdo a estos resultados se puede decir que el
frijol comun de ambas variedades es rico en acido ferulico y sus derivados aldaricos;
Ademas, el acido trans-cumaroil aldarico también fue identificado en la variedad
negro Jamapa, y presentoé un contenido de 5.42 ug/g en HFSP. Se ha reportado en
literatura que los acidos galico, vanilico, cumarico, sinapico, ferulico y clorogénico
son los principalmente encontrados en el frijol comun, ya sea crudo o cocido
(Chavez-Mendoza y Sanchez 2017). Un estudio realizado por Espinosa-Alonso y col
(2006) demostraron que el acido ferulico fue el acido fendlico principalmente
encontrado en 62 lineas del frijol mexicano silvestre. Este resultado concuerda con lo
encontrado en este trabajo de investigacion. Asimismo, estos resultados concuerdan

con lo reportado por Duefias y col (2005) y Aguilera y col (2010).

En general, el acondicionamiento (remojo, coccién) 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 lixiviacion de estos compuestos al agua de remojo y
coccidon, o compuestos polifenoles unidos a carbohidratos o proteinas, las cuales son
perdidas en estas etapas de acondicionamiento del grano de frijol (Martin-Cabrejas y
col 2009). Xu y col (2009) reportaron una disminucién significativa de compuestos
fendlicos totales, flavonoides y contenido de taninos condensados después del
procesamiento (remojo y coccion) de frijoles pinto y negro. Concluyendo que el
procesamiento causa cambios complejos en la composicion quimica y puede causar

degradacion de polifenoles y liberacion de compuestos fendlicos ligados. Algunos

100



estudios han demostrado que la coccidn no afecta el contenido de estos acidos
fendlicos, aunque algunos autores han informado lo contrario (Chavez-Mendoza y
Sanchez 2017). El efecto de un tratamiento térmico de coccion sobre el contenido de
acidos fendlicos también se ha reportado para algunas variedades del frijol mexicano
comun, como lo reportado por Diaz-Batalla y col (2006) quienes encontraron una
disminucién del 26.3 al 66.3% y del 15.5% al 36.5% del contenido de los acidos
hidroxicinamicos p-cumarico y ferulico durante el proceso de coccién de estas
muestras de frijol comun; cabe mencionar que estos investigadores reportaron
pérdidas durante la coccion de otros acidos fendlicos no identificados en la presente
investigacion. Martinez y col (2003) también cuantificaron acidos fendlicos como
galico, p-hidroxibenzoico, vanilico, ferulico y p-cumarico 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 acidos galico y p-hidroxibenzoico,

mientras que el resto permanecié 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
comun 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 ug/g, representando el 17.80% de compuestos fendlicos 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 ug/g, representando el 58.16% de compuestos
fendlicos presentes en el grano. Después del procesamiento de remojo y coccién de
los granos de frijol comun se presentd disminucion 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 reportdé que el aumento de flavanoles en cotiledén 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
despolimerizacion ocasionado por el tratamiento térmico (Xu y col 2009). Asimismo,
Xu y col (2009) reportaron una disminucion significativa de compuestos flavonoides y
taninos condensados después del procesamiento (remojo y coccion) de frijol pinto y
negro. Ellos concluyeron que el procesamiento causa cambios complejos en la
composiciéon quimica y puede causar degradacion de polifenoles y liberacion de
compuestos fendlicos ligados. También, polifenoles como los taninos tienen la
capacidad unirse carbohidratos y proteinas, las cuales son perdidas en las etapas de

remojo y coccion del grano de frijol (Martin-Cabrejas y col 2009).

c. Flavonoles

En el Cuadro 14 se presenta el contenido de compuestos flavonoles identificados
en harinas de frijol comun sin procesar y remojado-cocido, de las variedades
azufrado higuera y negro jamapa. Los flavonoles fueron el grupo mayoritario de

compuestos fendlicos en frijol azufrado higuera aportando el 74.40% de los
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compuestos fendlicos totales, mientras que, en la variedad negro jamapa este grupo
aporté el 23.91% del total de compuestos fendlicos identificados. En la variedad
azufrado higuera fueron identificados flavonoles glucosilados de quercetina y
kaempferol, asi como la aglicona kaempferol. EI Kaempferol-3-O-glucdsido fue el
compuesto mas importante (126.50 ug/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, asi como
la aglicona miricetina; los compuestos quercetina-3-O-glucosido, kaempferol-3-O-
glucésido y miricetina-3-O-glucdsido fueron los compuestos mas importantes (8.97,
7.37 y 9.56 pug/g, respectivamente) en esta variedad de frijol, representando el
71.59% del contenido de flavonoles. Compuestos similares fueron detectados en frijol
comun por Huber y col (2016), a excepcion 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
lineas 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 mas importantes fueron quercetina 4-O-galactdsido, miricetina 3-
O-glucésido y kaempferol 3-O-glucésido en esta variedad de frijol. También, Aparicio-
Fernandez y col (2005) detectaron kaempferol-3-glucésido, quercetina-3-glucosido y
miricetina glucosilada en frijol comun. Estos autores sefalaron 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 contenian 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 observd un incremento de compuestos flavonoles del 7.15% vy
35.05% en las variedades azufrado higuera y negro jamapa, respectivamente,
después del procesamiento de remojo y coccion de los granos de frijol. El
Kaempferol-3-O-glucdsido fue el unico flavonol que disminuy6 (-8.87%) durante estos
procesos de remojo y coccidon en la variedad azufrado higuera. Huber y col (2016)
reportaron resultados similares. Ellos estudiaron el contenido de compuestos
flavonoides de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) de color café antes y después del
proceso de coccidn, 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 varié para cada compuesto que ellos evaluaron; sin embargo, el aumento de
kaempferol y kaempferol-3-rutinésido 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-glucésido no fueron influenciados por la coccion, con o sin remojo,
mientras que Amarowicz y Peggy (2008) y Diaz-Batalla y col (2006), reportaron que

la concentracion 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 investigacién para entender el
mecanismo por el cual el contenido de compuestos flavonoles incrementa en los
granos de frijol comun por efecto de los procesos de remojo y coccion. Como se
menciond anteriormente, la reduccién en flavonoles después del procesamiento se le
puede atribuir parcialmente al remojo y difusion 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 comun sin procesar y remojado-cocido. Solo en la variedad negro Jamapa
fueron identificados este tipo de compuestos fendlicos. La unica isoflavona
identificada en esta variedad de frijol fue Genisteina con un contenido de 24.46 ug/g,
lo cual representa un 16.16% del contenido total de compuestos fendlicos
identificados en el frijol negro jamapa. El frijol comun 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 comun (Chavez-Mendoza y Sanchez 2017). Lima y col
(1999) reportaron la presencia de formas no glicosiladas de las isoflavonoides
daidzeina y genisteina en 16 genotipos de germoplasma de frijol comun brasilefio.
Estos autores encontraron que los granos del tipo negro mostraron las
concentraciones mas altas de isoflavonoides y fueron los uUnicos que exhibieron

daidzeina. Sin embargo, el contenido de isoflavonoides obtenido en los genotipos de
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frijol evaluados fue muy bajo en comparacién con el obtenido en los granos de soya
(600-950 pg/g). Diaz-Batalla y col (2006) analizaron diez variedades cultivadas y
cuatro silvestres de semillas mexicanas de frijol comun, y reportaron que la presencia
de daidzeina y genisteina en harina de semillas de frijol crudo y cocido no fue
confirmada por los espectros UV. Sin embargo, durante la germinacién de las siete
muestras de semillas de frijol comun (cinco cultivadas y dos silvestres), hubo génesis
de daidzeina y genisteina, y los valores de daidzeina variaron de 8.2 a 129.1 ug/g y
los de genisteina de 2.6 a 9.7 pg/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 genisteina se detectd solo después de tres dias de

germinacion, en concentraciones que oscilaron entre 1.2y 3.1 pg/g.

Se puede observar en el Cuadro 14 que el contenido de genisteina disminuyo
(80.66%) drasticamente después de los procesos de remojo y coccion de los granos
de frijol negro Jamapa. No existen reportes en la literatura acerca de las pérdidas de

esta isoflavona en frijol comun por efecto de los procesos de remojo y coccion.

3 Efecto de la FES sobre el contenido de compuestos fendlicos hidrofilicos

individuales en harinas de cotiledén cocido de frijol comun

En el Cuadro 15 se presenta el contenido de compuestos fendlicos identificados
en harinas de cotiledon cocido de frijol comun sin fermentar y bioprocesado por FES,
de las variedades azufrado higuera y negro jamapa. Se puede observar que el

cotiledén cocido sin fermentar de la variedad azufrado higuera present6é una cantidad
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significativamente mayor (218.27 ug/g) de compuestos fendlicos identificados que la

variedad negro Jamapa (112.10 ug/g).

Cuadro 15. Contenido de compuestos fendlicos hidrofilicos individuales
identificados en harinas de cotiledén cocido de frijol comun sin fermentar y
bioprocesado por FES.
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Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar.
Medias con la misma letra en un mismo renglén no son diferentes (Duncan; p<0.05);
1 Harina de cotiledén cocido, 2 Harina de cotiledon fermentado, 3 Genisteina 7-O-[3-

Azufrado Higuera Negro Jamapa

Componente

HCC' HCF 2 HCC! HCF2
Acidos hidroxicinamicos
Ac. Trans feruloil aldarico nd 15.33 £ 0.242 3.39+0.03°¢ 5.70 £ 0.07®
1
Ac. Trans feruloil aldarico 3.92+0.14° 271+0.06° 416+0.13> 6.59+0.13 @
2
Ac. Trans feruloil aldarico 540+ 0.01° 6.11+£0.04 2 nd nd
3
Ac. Trans-p-cumaroil nd nd 2.35+0.02° 3.54 +0.032
a’ldérico
Ac. Fertlico 5.84+£0.032 3.13+£0.04¢ 4.61+0.10° 3.85+0.02°¢
Sub- total (ng/g) 15.17 ¢ 27.292 14.52 4 19.69 ©
Flavanoles
Catequina conjugada 12.76 £0.239 30.94 £0.02° 16.76 £+ 0.00°¢ 31.64+0.372
Tetramero de 5.06 £ 0.08°  11.04 £0.202
procianidina
Trimero de procianidina 16.40+0969 2257+0.17°¢ 323810932 29.15+0.57°
Dimero de procianidina 12.81+£0.04° 2257+0.172 10.74+0.05° 10.98+0.28°
digalato
Genisteina® nd nd 480+0.11° 20.68x0.452
Sub- total (pug/g) 47.06 ¢ 87.14° 64.70 ¢ 92.46 2
Flavonoles
Quercetina-3-(6 'malonil)- 7.12+0.27° 7.52+0.14 2 nd nd
glucésido
Quercetina-3-O-glucésido  7.31 £ 0.01¢ 8.67 £0.10° 7.88+0.01°¢ 10.74+0.032
Quercetina-O-acétil nd nd 3.04 +0.05¢2 2.74 £0.03°
hexésido
Kaempferol-3-O- 101.08+7.862 81.94+041° 6.49+0.26° 5.11+0.09¢
glucésido
Kaempferol-3-(6'malonil)- 23.82+0.022 11.17+£0.20° 3.31+£0.01°¢ 2.85+0.124
glucésido
Kaempferol-O- 8.61+£0.01° 6.95+0.30° nd nd
acilhexosido
Kaempferol 8.10+0.08° 2464 +0.36° nd nd
Miricetina-3-O-glucésido nd nd 947 +0.022 6.41+0.50°
Miricetina nd nd 2.67 £0.01° 4.08 +0.08 @
Sub- total (ng/g) 156.07 @ 140.91° 32.88°¢ 31.96 ¢
Total (ug/g) 218.27° 255.34 2 112.10 ¢ 14411 ¢

D-apiofuranosil-(1->6)-p-D-glucopiranésido

Los compuestos fendlicos identificados en cotiledén cocido de frijol azufrado
higuera y negro jamapa son exactamente los mismos que se reportaron y discutieron
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en la seccién anterior para el frijol integral remojado-cocido. En general los
compuestos identificados correspondieron a los grupos acidos hidroxicinamicos,
flavanoles, flavonoles e isoflavonas. El contenido de estos compuestos en el
cotiledén cocido de frijol variedad azufrado higuera presenté un mayor contenido de
flavonoles (156.07 pg/g), con un 71.50% de los compuestos fendlicos totales
identificados, seguido por el contenido de falvanoles (47.06 ug/g) y acidos
hidroxicinamicos (15.17 ug/g) los que representan el 21.56% y 6.95%,
respectivamente, del total de los compuestos fendlicos identificados. En esta
variedad de frijol no fueron identificados compuestos fendlicos correspondientes al
grupo de las isoflavonas. En el caso de la variedad negro Jamapa, éste presento
mayor contenido de compuestos correspondientes al grupo de flavanoles (59.90 ug/g)
que representan el 53.43% del total de fendlicos identificados, seguido del contenido
de compuestos flavonoles (32.88 ug/g), acidos hidroxicinamicos (14.52 ug/g) e
isoflavonas (4.80 pg/g) y los que representan el 29.33%, 12.95% y 4.28%,

respectivamente, del total de los compuestos fendlicos identificados en este frijol.

En el Cuadro 15 también se muestra el contenido de compuestos fendlicos
identificados en el grano de frijol bioprocesado por FES. Al analizar el efecto del
bioproceso de FES sobre el contenido de compuestos fendlicos nos damos cuenta
que en ambas variedades de frijol, este bioproceso, de manera general causo
aumento en el contenido total de compuestos fendlicos (+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 fendlicos pertenecientes al grupo
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de los acidos hidroxicinamicos, el bioproceso de FES causé 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 fenolicos 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
aumenté (+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 fendlicos individuales del grupo de
los acidos hidroxicinamicos se puede observar la aparicion de acido trans-feruloil
aldarico 1 en el cotiledon de frijol azufrado higuera por accion de la FES. Wijayanti y
col (2017) reportaron que la fermentacion puede inducir la degradacion estructural de
la pared celular que causa la liberacion y / o sintesis de los compuestos bioactivos.
En cuanto a la sintesis de compuestos, se ha reportado en la literatura la formacién
de aldehidos en otras leguminosas que fueron sometidas a bioprocesos como
fermentacion, germinacién o la adicion de diferentes enzimas (Duefias y col 2005;
Lopez-Amoros y col 2006). Por otro lado, durante la fermentacion, los compuestos
fendlicos ligados pueden liberarse enzimaticamente (Zhang y col, 2012). Sadh y col
(2017) reportaron que el aumento en el contenido fendlico de las muestras puede
deberse a la accion enzimatica de las amilasas producidas por el hongo, ya que su
actividad en las muestras fermentadas es mas alta que la de las muestras no

fermentadas. Por otro lado, se observo que la FES disminuyo la cantidad de acido
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ferulico en 46.4% y 16.5%, en cotiledones de frijol azufrado higuera y negro Jamapa,
respectivamente. Esta disminucion también fue reportada por Dueias y col (2012),
en soya fermentada por diferentes microorganismos. Esta disminucion en el
contenido de acido ferulico podria respaldar de alguna manera la hipdtesis de la
sintesis de compuestos fendlicos como el acido trans-feruloil aldarico 1 durante la

FES a partir del acido ferulico, como fue mencionado arriba.

Respecto a los cambios en los compuestos fendlicos individuales del grupo de
los compuestos flavanoles se puede ver que aumentaron significativamente la
catequina conjugada, asi como los dimeros, trimeros y tetrameros de procianidina
(taninos conjugados). En literatura se ha reportado que durante proceso de
fermentacion el hongo produce enzimas que liberan compuestos quimicos superiores
de la planta como flavonoides, taninos, alcaloides y fenilpropanoides (Nazarni y col
2016). En general se ha dice que los microorganismos en la fermentacion
contribuyen a la simple conversién fendlica y la despolimerizacion de compuestos
fenolicos con alto peso molecular como los taninos condensados (Othman y col
2009). Sin embargo, en la presente investigacion se encontré que la FES incremento
los taninos condensados identificados. Esto puede deberse a que el hongo R.
oligosporus no produce las enzimas que pudieran despolimerizar este tipo de
compuestos fendlicos identificados en esta investigacion. Su incremento podria estar
relacionado con la liberacién de este tipo de compuestos por accion de las amilasas
producidas por el hongo, como fue reportado anteriormente para los &acidos

hidroxicinamicos. Por otro lado, el aumento de la catequina conjugada podria
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deberse a la liberacion de ésta a partir de otro tipo de compuestos poliméricos que la

contienen, y que no fueron identificados en la presente investigacion.

En el caso de los flavonoles, como se mencioné 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 disminucidn pronunciada de
Kaempferol-3-O-glucosido y Kaempferol-3-(6 "'malonil)-glucésido por efecto de la FES.
En esta variedad de frijol también se presentd un aumento significativo de
Kaempferol debido al bioproceso de FES. Para la variedad negro Jamapa el
principal cambio que ocurrié fue una alta disminuciéon de miricetina-3-O-glucosido y
un aumento de Miricetina. La disminucién de algunos glucésidos de kaempferol y
miricetina podria ser el origen del aumento de Kaempferol y Miricetina. Duehnas y col
(2012) analizaron la modificacion en compuestos bioactivos por fermentacion con
diferentes microorganismos, y encontraron que el contenido de flavonoles en soya
incremento con algunos microorganismos, y disminuyd con otros. Se ha reportado
que las enzimas involucradas en la liberacion de compuestos fendlicos dependen de
los microorganismos empleados en la fermentacion. Estas enzimas hidrolizan los
enlaces éster de la estructura de la pared celular de los granos, que unen los
compuestos fendlicos. En consecuencia, los compuestos fendlicos libres, asi como
las formas ligadas estan mas disponibles para su extraccidn. Entre estas enzimas, la
B-glucosidasa se ha descrito ampliamente como una enzima responsable de catalizar
la hidrdlisis de los enlaces B 1-4 alquil y aril-B-D-glucésidos para liberar fracciones de

aglicona fendlica (Rochin-Medina y col, 2015; Sanchez-Magafa y col, 2014). Cheng
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y col (2013) reportaron que R. oligosporus tiene potencial para mejorar
significativamente el contenido de actividad fendlica; ellos descubrieron que la
actividad de la B-glucosidasa aumentaba con el tiempo de fermentacion y daba como

resultado la acumulacion de agliconas fendlicas.

Para el caso de isoflavonas la unica isoflavona identificada fue Genistina
[Genisteina7-0O-3-D-apiofuranosil-(1->6)-B-D-glucopirandsido] un tipo de Genisteina
glicosilada, la cual solo fue identificada en los cotiledones de frijol negro Jamapa.
Esta isoflavona aumenté (+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 fermentacion, y que estos cambios dependen de
las condiciones del proceso de fermentacién (Duehas y col, 2012). Duefias y col
(2012) observaron un aumento en la concentracion total del contenido de isoflavonas
en las muestras de soya fermentadas. Ellos resaltaron el aumento del contenido de
agliconas de isoflavonas, como daidzeina, genisteina y gliciteina, en todas las
muestras de soya después del proceso de fermentacion. Estos investigadores
también reportaron que este aumento en el contenido de agliconas después del
proceso de fermentacion podria asociarse a la disminucion de los glucésidos de
isoflavonas por la actividad glicosidasa inherente a los microorganismos utilizados
para llevar a cabo la fermentacion. Sin embargo, en la presente investigacion este
fendmeno de deglicosilacion de isoflavonas no ocurrio, ya que fue el propio glicésido

de genisteina el que incremento después de la FES del frijol negro Jamapa. Mas bien
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su incremento podria estar relacionado con la liberacion de este tipo de compuestos

por accion 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 FITOQUIMICOS HIDROFILICOS DE

FRIJOL COMUN

Actualmente se emplean mas de 20 diferentes ensayos para la actividad
antioxidante con diversos mecanismos. Es muy dificil comparar los resultados
obtenidos de diferentes métodos de ensayo debido a la diversidad en sustratos,
condiciones de reaccion y resultados presentados con diferentes unidades
(Sreeramulu y col 2013). Ademas, la especificidad y sensibilidad de un método no
permite la completa examinacion de todos los compuestos antioxidantes en el
extracto. Debido a lo anterior, la combinacion de distintos meétodos provee
informacion mas confiable de la actividad antioxidante de las diferentes muestras. En
esta investigacion se emplearon los tres métodos mas comunes (ABTS, DPPH y
ORAC) para determinar las propiedades antioxidantes en los extractos fendlicos

obtenidos a partir de harinas de frijol comun.

1. Efecto de las etapas previas (remojo-coccién) a la FES sobre la actividad

antioxidante de extractos fendlicos de frijol comun

En el Cuadro 16 se presenta los valores de actividad antioxidante evaluada en

extractos fendlicos de harinas de frijol comun 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 presentd un mayor valor de
actividad antioxidante, cuando ésta fue evaluada por los tres métodos empleados en
la presente investigacion. Para el ensayo de ABTS en frijol comun azufrado higuera,
la harina de frijol sin procesar obtuvo valores de 617.3 ymol ET/100 (bs), este
resultado concuerda con lo reportado por Guzman-Uriarte y col (2013) para la
fraccion libre del grano azufrado Higuera crudo. Los valores de ABTS para frijol
negro Jamapa fueron de 796.9 ymol ET/100, bs. Resultados semejantes reportados
por Grajales-Garcia 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 ymol 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 ymol ET/100 (bs), y la variedad negro Jamapa un
valor de 2914.14 ymol ET/100 (bs). Guzman-Uriarte y col (2013) reportaron valores
de ORAC para extractos fendlicos de grano crudo de la variedad azufrado higuera de
2,018 pymol ET/100 g (bs), lo que concuerda con los resultados obtenidos en la

presente investigacion.

Cuadro 16. Actividad antioxidante de extractos fendlicos de harinas de frijol

comun sin procesar y remojado-cocido.

Frijol Muestra ABTS! DPPH? ORAC?®
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Azufrado HFSP# 617.36+547° 68.87 £ 1.48 2801.25 £ 67.06 °

Higuera HFRC?® 534.43+489¢ 84.42+ 1.95¢ 2888.06 £ 2.13 @

HCC® 361.58+817°¢ 54.33+2.12°9 2073.71 £3.70 ¢

HT’ 172.85+3.281 30.09 +0.40 " 814.34 £ 1.60 9

Negro HFSP* 796.91+52.86° 193.84 +1.23°" 291414 £40.24 @

Jamapa HFRC5 989.34 +44.682 287.77+3.122 2300.38 £ 32.48 ¢

HCC® 410.55+16.45° 166.19+3.28° 1304.63 £ 25.17 ©

HT? 578.78 + 4428 121.58 + 0.24 ¢ 995.75+21.88

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p<0.05);
1.2.3umol equivalentes de Trolox (ET)/100g (bs)# Harina de frijol sin procesar® Harina

de frijol remojado-cocido ¢ Harina de cotileddn cocido 7 Harina de testa

Iniestra-Gonzalez 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 mas alta, mientras que "azufrado" mostré los niveles mas
bajos. El frijol comun tiene capacidad antioxidante debido a la presencia de acidos
fendlicos, flavonoides y taninos, como los que fueron discutidos en la seccion anterior,
para las variedades azufrado higuera y negro Jamapa. Dependiendo del tipo de los
diferentes compuestos mencionados que estén presentes en el frijol seran 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 neutralizacidén o eliminacion de radicales libres, asi como
la quelacién de los metales de transicion, lo que perjudica tanto la iniciacién como la
propagaciéon de los procesos oxidativos. Los intermedios formados como
consecuencia de la actividad antioxidante fendlica son relativamente estables debido
a la resonancia dentro de los anillos aromaticos contenidos en sus estructuras
(Chavez-Mendoza y col, 2017). Algunos estudios afirman que la estructura de
actividad antioxidante del flavonoide y del acido fendlico depende de la posicion
fendlica del grupo hidroxilo y de la existencia de otros grupos funcionales en la
molécula completa como el doble enlace y su conjugacion con los grupos hidroxilo y
cetona (Mishra y col, 2010). La capacidad de los flavonoides para formar complejos
con iones metalicos juega un papel importante en su actividad antioxidante. Existe
una relacion especifica entre las estructuras de flavonoides y su actividad
antioxidante a medida que aumenta el numero de grupos hidroxilo en el nucleo de
flavonoides, mayor es la actividad antioxidante (Cao y col, 1997). En el frijol, los
flavonoides como la quercetina estan glicosilados en la posicién 3, lo que reduce

enormemente su capacidad de acomplejacion de metales, ya que la quelacion del
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grupo 3-hidroxi-4-ceto es el grupo complejante de metal mas fuerte. El atributo
estructural mas imperativo para la actividad antioxidante es la orientacion ortho 3,
4’-dihidroxi del anillo B. El kaempferol 3-O-glucésido no mostré actividad antioxidante
con una unica sustituciéon de B-4-hidroxilo, mientras que si se observd actividad

antioxidante en kaempferol 3-O--glucésido con el método DPPH (Hayat y col, 2013).

En cuanto al efecto que tuvieron los procesos de remojo y coccion podemos
observar que los resultados de las pruebas antioxidantes ABTS, DPPH y ORAC
mostraron tendencia contradictoria, ya que mientras en un método aumentd la
actividad antioxidante en otro método disminuyd para la misma muestra analizada.
Algunos autores han reportado una actividad antioxidante en variedades del frijol
comun mexicano y han sefialado 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 comun (Phaseolus vulgaris L.) color café antes y después del proceso de
coccion, con y sin remojo. Cuando emplearon el método DPPH, ambos procesos de
coccidn dieron como resultado una mayor actividad antioxidante en el frijol cocido en
comparacién con los extractos del frijol crudo. Resultados similares fueron reportados
por Rocha-Guzman y col (2007), quienes concluyeron que el frijol cocido atrapo
radicales libres a un ritmo mayor en comparacion que el frijol crudo. El en el potencial
antioxidante por el tratamiento térmico con o sin remojo puede ser debido a la
concentracion de compuestos fendlicos en el licor de cocciéon, lo que facilita su
extraccion (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 presion en comparaciéon con los granos crudos y se
redujo en un 23-31% en comparacion con el frijol que se remojo antes de cocer.
Estos autores atribuyeron esta disminucion en la actividad antioxidante por el
tratamiento térmico a diferentes posibilidades, como transformaciones quimicas,
descomposicion de compuestos fendlicos, formacion de complejos entre polifenoles y
proteinas y solubilizaciéon de antioxidantes solubles en agua en el agua remojada
desechada. En un estudio comparativo de las metodologias FRAP, ORAC, DPPH y
ABTS realizado por Fernandez-Panchon y col (2008) indicaron que, aunque los
métodos ABTS y DPPH evaluan compuestos antioxidantes que tienen la capacidad
de donar hidrégeno, la sensibilidad de estos compuestos por los radicales ABTS fue
menor en comparacion con el radical DPPH después del procesamiento térmico.
Algunas de las explicaciones mencionadas arriba podrian ser las causas de este
comportamiento irregular en la actividad antioxidante de las variedades de frijol
estudiadas por efecto del remojo y coccién de los granos. Adicionalmente, se puede
decir que la compleja variacién de compuestos fendlicos en los materiales estudiados
durante estas etapas de coccion y remojo, lo cual fue discutido en una seccion
anterior, podria explicar de alguna manera el comportamiento irregular de la actividad
antioxidante evaluada por los métodos ABTS, DPPH y ORAC durante estos procesos.
Ademas, estos cambios en el contenido de compuestos fendlicos durante estas
etapas previas a la FES podrian 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 fenélicos de

frijol comun

En el Cuadro 17 se presenta los valores de actividad antioxidante evaluada en
extractos fendlicos de harinas de cotiledones cocidos de frijol comun 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 mas
altos de actividad antioxidante que los cotiledones cocidos sin fermentar. Sin
embargo, este aumento de la capacidad en los cotiledones de frijol comun dependié
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 evaluacién 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 mayoria de estos estudios se ha concluido que este aumento en
actividad antioxidante se debe al aumento de compuestos fendlicos por efecto del
bioproceso (Guzman-Uriarte y col, 2013; Rochin-Medina y col, 2015), lo cual fue
discutido ampliamente en una seccién anterior. Diversos autores también han
reportado el incremento en contenido de fendlicos y actividad antioxidante después
de la fermentacion con diferentes indculos en diversos granos. Bhanja y Kuhad (2014)
realizaron FES con 4 hongos filamentosos (Aspergillus orizae, Aspergillus awamori,

R. oligosporus y R. orizae) en trigo, maiz,
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Cuadro 17. Actividad antioxidante de extractos fendlicos de harinas de cotiledon

cocido de frijol comun sin fermentar y bioprocesado por FES

Frijol Muestra ABTS ' DPPH? ORAC?

Azufrado HCC 4 389.46+8.80° 58.52+2.28¢ 2233.64 +£3.98°

Higuera HCF5 1837.05+40.34> 132.75+1.20¢ 5795.18 +174.282

Negro HCcC* 457.03 £18.32 ¢ 185+ 3.65° 1452.33 £ 28.02 ©

Jamapa HCF®> 244508 £+80.562 240.28+5.262 5869.66 + 396.21 2

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p<0.05);
1.2.3umol equivalentes de Trolox (ET)/100g (bs)“ Harina de cotiledon cocido, ® Harina
de cotiledén fermentado # Harina de frijol sin procesar ° Harina de frijol remojado-

cocido ¢ Harina de cotileddn 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 liberacion de
compuestos bioactivos mas solubles debido a la accion 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 elevacion significativa en la actividad antioxidante, adjudicando este
aumento al incremento en la actividad de la enzima (- glucosidasa capaz de liberar
compuestos fendlicos glucosilados y permitiendo la liberacion de agliconas durante la
FES. Sin embargo, se ha reportado que distintas enzimas hidroliticas producidas
durante la FES estan asociadas con la liberacion de compuestos fendlicos (Robledo
y col 2008; Cho y col 2009). Los resultados en el perfil de compuestos fendlicos
obtenido después de la FES de los cotiledones de las variedades de frijol estudiadas
en este trabajo, descrito y discutido ampliamente en la seccion anterior, mostraron un
incremento de agliconas de kaempferol y miricetina. Se ha visto que los flavonoides
que tienen un mayor numero 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 mostré 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-glucésido 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, ademas que en este
ensayo el flavonoide kaempferol-O-glucdsido obtuvo fuerte actividad antioxidante.
Por lo que se destaca la importancia de utilizar mas de un método para medir la
actividad antioxidante. Sin embargo, existié una compleja variacion de compuestos
fendlicos en los materiales estudiados durante el bioprocesamiento por FES, lo cual
fue discutido en una seccidn anterior, y podria 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
fendlicos por los radicales empleados en los métodos ABTS, DPPH y ORAC es muy
variada. Duenas y col (2012) reportaron que esta gran variacion de compuestos
fendlicos durante la FES podria explicarse por el complejo metabolismo bioquimico
de las semillas durante el tratamiento. Ademas, la activacion de las enzimas
endoégenas en las semillas, junto con las enzimas producidas por cada
microorganismo utilizado en el proceso de fermentacion, podria 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 FENOLICOS DE FRIJOL

COMUN

1. Efecto de las etapas previas (remojo-coccion) a la FES sobre la actividad

antioxidante de extractos fendlicos de frijol comun

En el Cuadro 18 se presenta los valores de actividad hipoglucemiante evaluada
en extractos fendlicos de harinas de frijol comun sin procesar y remojado-cocido, de
las variedades azufrado higuera y negro Jamapa. Los resultados se expresan como
% Inhibicion a-amilasa o a-glucosidasa y ug Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g
(bs). En el Cuadro 18 se puede observar que la variedad de frijol negro Jamapa
presentd un mayor potencial inhibitorio de la actividad de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa. Aunque en esta investigacién no se analizé el perfil de antocianinas en
frijol negro Jamapa, se sabe que los frijoles de testas coloreadas presentan estos
compuestos (Aparicio-Fernandez y col, 2005). Las antocianinas pueden actuar como
inhibidores de alfa-glucosidasa debido a la similitud estructural entre sus sustratos y
los azucares que se unen a las antocianinas a través del enlace [(-glucosidico
(Lopez-Martinez y col 2011). Teniendo en cuanta que la accidén antidiabética de los
extractos se ha asociado con frecuencia a la accion antioxidante de los mismos,
muchos autores reportan que existe una fuerte correlacién entre los antioxidantes y
los inhibidores de tanto a-glucosidasas como a-amilasa (Kwon y col 2008; Galvez y
col 2010). De este modo, la presencia de compuestos fendlicos o flavonoides pueden

relacionarse con la inhibicidon 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 fendlicos de harinas de frijol

comun sin procesar y remojado-cocido

Frijol Muestra %IAA" EAAA? %IAG?® EAAG*
Azufrado HFSP S 61.30° 10.52 b 51.28° 1627.07 ©
Higuera
HFRC ¢ 38.67 ¢© 5.05¢ 33.38° 896.98 ¢
HCC’ 36.66 © 4.821 31.63° 853.81¢
HT? 2.00f 0.23¢ 1,754 43.17 ¢
Negro HFSP3 68.49 @ 13.27 2 60.96 @ 2191.17 @
Jamapa
HFRC® 55.68 ¢ 8.77°¢ 4595¢ 1378.97 ©
HCC” 50.266 ¢ 7.96°¢ 43.06 © 1306.37 ©
HT? 542 0.80°¢ 2.88¢ 72.59 ¢

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p<0.05);

' % de inhibicién de a- amilasa; 2 ug/Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs); 3 % Inhibicion

a-glucosidasa, * ug/Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs), ° Harina de frijol sin

procesar ® Harina de frijol remojado-cocido 7 Harina de cotiledén cocido & Harina de

testa
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y kaempferol, es un extracto promisorio para la inhibicion de estas enzimas. Pinto
y col (2009) analizaron diferentes extractos de frutos y reportaron que no siempre se
encuentra relacion entre la actividad antioxidante y la actividad inhibitoria de alfa-

glucosidasas.

Los resultados indican que los extractos fendlicos de las harinas de frijol sin
procesar de las variedades azufrado higuera y negro Jamapa presentaron un mayor
potencial inhibitorio de la actividad de a-amilasa o a-glucosidasa (mayor actividad
hipoglucemiante), que la harina de los granos remojados-cocidos. Esta disminucion
puede ser explicada por la disminucidon de compuestos fendlicos con actividad
inhibitoria de estas enzimas. Como se mencioné anteriormente para la actividad
antioxidante, algunos compuestos capaces de inhibir a estas enzimas pudieron

lixiviarse en el agua de remojo y de coccidn.

2. Efecto de la FES sobre la actividad hipoglucemiante de extractos

fendlicos de frijol comun

En el Cuadro 19 se presenta los valores de actividad hipoglucemiante evaluada
en extractos fendlicos de harinas de cotiledones de frijol comun sin procesar y
bioprocesadas por FES, de las variedades azufrado higuera y negro Jamapa. Los
resultados se expresan como % Inhibicion a-amilasa o a-glucosidasa y g

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 mas altos de actividad inhibitoria de las enzimas a-amilasa y a-

glucosidasa que los cotiledones cocidos sin fermentar. Este aumento de la actividad

Cuadro 19. Actividad hipoglucemiante de extractos fendlicos de harinas de

cotileddén cocido de frijol comun sin fermentar y bioprocesado por FES

Frijol Muestra %IAA" EAAA? %IAG’ EAAG?
Azufrado  HCC 39.49¢ 5.196 ¢ 30.63°¢ 919.66 ¢
Higuera HCF 75.482 16.81 2 64.56 @ 2406.98 ©
Negro HCC 55.95°¢ 8.86° 47.94° 1454.27 °©
Jamapa HCF 76.76 ° 17.54 @ 71.06 2 3027.41 2

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son diferentes (Duncan; p<0.05);
' % de inhibicion de a- amilasa; ? uyg/Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs); 3 %

Inhibicién a-glucosidasa, 4 ug/Equivalentes de Acarbosa (EA)/100g (bs).
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hipoglucemiante en frijol por efecto de la FES se debe al aumento de compuestos
fendlicos por efecto del bioproceso (Sanchez-Magafia y col, 2014), lo cual fue

discutido ampliamente en una seccion anterior.

Los cambios observados en actividad antioxidante e hipoglucemiante en las
diferentes harinas de frijol comun pueden ser atribuidos a combinaciones sinérgicas
o interaccién de diferentes reacciones quimicas, a la lixiviacion 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 fendlicos pertenecientes a los grupos de
acidos hidroxicinamicos (derivados aldaricos de acido ferulico y acido p-cumarico),
flavanoles (catequina, procianidinas), flavonoles (quercetina, kaempferol, miricetina y
sus formas glucosiladas) e isoflavonas (genisteina glicosilada) en extractos de
fitoquimicos hidrofilicos de harinas de frijol comun 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 coccién),
aplicadas antes de la FES, disminuyeron significativamente los niveles de
compuestos fendlicos totales y fendlicos individuales como acidos hidroxicinamicos y
genisteina dglicosilada, asi como, aumentaron el contenido de flavonoles y el
potencial inhibitorio de las enzimas a-amilasa y a-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
fendlicos hidrofilicos en ambas variedades del frijol comun. La FES incrementé
principalmente los derivados aldaricos de acidos hidroxicinamicos, y disminuyé el
contenido total de flavonoles en las dos variedades de frijol. La FES también
incrementd 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, asi como el aumento de Genisteina glicosilada en

el frijol Negro Jamapa durante la FES.

4. La actividad antioxidante aumentoé significativamente [372-435% (ABTS), 30-
127% (DPPH) y 159-304% (ORAC)] en ambas variedades de frijol comun por efecto

del bioproceso de FES.

5. La FES incrementd significativamente el potencial hipoglucémico, expresado
como un aumento de la inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, en

ambas variedades de frijol comun.

6. Esta investigacion demostréo que la FES es un bioproceso eficiente para la
mejora del perfil y niveles de compuestos fendlicos asociados con el aumento del

potencial antioxidante e hipoglucemiante de frijol comun.
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% Porcentaje

°C Grado (s) Celsius
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a Alfa

AAE Aminoacidos esenciales

Aw  Actividad de agua

ADN Acido desoxirribonucleico

AAox Actividad antioxidante

AR  Almidon resistente

AS  Almidén soluble

B Beta

Bs Base seca

C Carbono

Ca Calcio

CAAE Contenido de aminoacidos esenciales

Cm Centimetro

CO: Dioxido de carbono
C-PER Relacion de eficiencia proteica calculada
Cu Cobre
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DM

EAG

EtOH

EROS

FAO

FDA

FDT

Fe

FES

FT

Ft

Flav

CT

GRAS

Diabetes Mellitus

Equivalentes de acido galico

Etanol

Especies reactivas del oxigeno

Organizacion para la alimentacion y agricultura (del inglés, Food and

Agriculture Organization)

Administracion de Alimentos y Medicamentos

Fibra Dietaria Total

Hierro

Fermentacion en Estado Soélido

Temperatura de fermentacion

Tiempo de fermentacion

Flavonoides

Fendlicos totales

Gramos

Generally Recognized as Safe
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Ha

HCI

HFCB

HTA

IDF

INEGI

ISA

KCI

Mg

MY

Min

Hora (s)

Hectarea

Acido clorhidrico

Harina de frijol comun bioprocesada

Hipertensién arterial

indice de absorcién en agua

indice de aminoacidos esenciales

Federacioén Internacional de Diabetes

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

indice de solubilidad en agua

Potasio

Cloruro de potasio

Molaridad

Miligramo

Microgramo

Minuto (s)
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mL

Mg

Mm

mmHg

UM

mM

Ng

Nm

NPR

NaOH

NO:

02

02

OH:

Mililitro (s)

Microlitro (s)

Magnesio

Milimetro

Milimetro de mercurio

Micromolar

Milimolar

Normal

Nanogramo

Nandémetro (s)

Relacién neta de proteina

Hidroxido de sodio

Oxido nitrico

Oxigeno molecular

Anién superdxido

[6n hidroxilo
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ONOO Peroxinitrito

P Fosforo

P Phaseolus

pH Potencial de hidrogeno

p/p Peso/peso

p/v Peso/volumen

Pag. Pagina (s)

PER Relacién de eficiencia proteinica
pp. Pagina (s)

R Rhizopus

ROS Capacidad antioxidante de radical oxigeno
ROO Radicales peroxido

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

Alimentacion

Ton Tonelada (s)

uv Ultravioleta
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v/v Volumen/volumen

Zn Zinc
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