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Resumen

En este proyecto se elabor6 una barra nutritiva a partir de frijol comun (Phaseolus
vulgaris) y avena (Avena sativa), de la cual se determiné su composicion quimica,
destacando su contenido de proteinas de 16.76 + 0.85 % y fibra dietaria total de
30.63 £ 0.24 %, sus compuestos bioactivos, en donde se obtuvieron 0.67 + 0.11
mg ER/g de muestra de flavonoides, 7.57 £ 0.32 mg EC/g de muestra de taninos
condensados y 9.42 + 0.24 mg EAG/g de muestra de fenoles totales, siendo los
principales y abundantes : &cido cumarico, clorogénico y galico. Posteriormente, la
barra fue sometida a una simulacion de digestiébn gastrointestinal in vitro para
determinar el efecto sobre la bioaccesibilidad de los metabolitos secundarios
identificados. Se observé un incrementd de la bioaccesibilidad de algunos
compuestos a lo largo del tracto digestivo, como el &cido gélico en intestino (204.12
%) y catequina en estbmago (259.77 %). Después, se llevo a cabo una fermentacion
colonica in vitro, en donde se cuantificaron acidos grasos de cadena corta (AGCC)
producidos por la FND de la barra desde las 0 — 24 h de fermentacion, donde se
detectd un incremento de 9.95 £ 0.77 mM a las 6 h hasta 15.97 £ 0.87 mM a las 24
h. Finalmente, se determind la capacidad de los extractos de los compuestos
bioactivos de la barra para inhibir enzimas digestivas (a-amilasa, a-glucosidasa y
lipasa pancreatica), la inhibicion reportada fue de 14.44 £ 0.88, 18.29 + 1.31y 53.46
+ 3.84 %, respectivamente. Estos resultados sugieren que el consumo de este
producto contribuye a la disminucién de glucosa y triglicéridos en sangre, debido a
su potencial inhibitorio de enzimas digestivas, ademas de una posible proteccion
contra estrés oxidativo en los tejidos del tracto gastrointestinal por la liberacién de
compuestos antioxidantes durante las diferentes etapas digestivas, aunado a lo
anterior, también se sugiere que el consumo de este producto ayuda a mantener
una buena salud digestiva por la produccién de AGCC, a partir de la fermentacion

de la fraccion no digerible por las bacterias coldnicas.

Palabras clave: compuesto bioactivo, digestion in vitro, acidos grasos de cadena

corta.



Abstract

In this project, a nutritious bar was formulated using common bean (Phaseolus
vulgaris) and oat (Avena sativa). Its chemical composition was determined,
highlighting a protein content of 16.76 £ 0.85 % and total dietary fiber of 30.63 + 0.24
%. The bar’s bioactive compounds were also analyzed, yielding 0.67 £ 0.11 mg QE/g
sample of flavonoids, 7.57 + 0.32 mg CE/g sample of condensed tannins, and 9.42
+ 0.24 mg GAE/g sample of total phenolics, with the main phenolics identified as p-
coumaric, chlorogenic, and gallic acids. Subsequently, the bar underwent an in vitro
gastrointestinal digestion simulation to evaluate the effect on these compounds and
their bioaccessibility. An increase in the bioaccessibility of certain compounds was
observed along the digestive tract, such as gallic acid in the intestine (204.12 %) and
catechin in the stomach (259.77 %). Afterward, an in vitro colonic fermentation was
performed to quantify the short-chain fatty acids (SCFAs) produced by the bar’s non-
digestible fraction (NDF) from O to 24 h of fermentation. SCFA concentrations
increased from 9.95 £ 0.77 mM at 6 h to 15.97 + 0.87 mM at 24 h. Finally, the
inhibitory capacity of extracts from the bar’s bioactive compounds against digestive
enzymes (a-amylase, a-glucosidase, and pancreatic lipase) was determined,
showing inhibition rates of 14.44 + 0.88 %, 18.29 + 1.31 %, and 53.46 + 3.84 %,
respectively. Results suggest that the consumption of this product contributes to the
reduction of blood glucose and triglyceride levels, due to its potential inhibitory effect
on digestive enzymes. In addition, it may provide protection against oxidative stress
in the tissues of the gastrointestinal tract through the release of antioxidant
compounds during the different digestive stages. Furthermore, it is also suggested
that the consumption of this product helps maintain good digestive health through
the production of short-chain fatty acids (SCFASs) resulting from the fermentation of

the non-digestible fraction by colonic bacteria.

Keywords: bioactive compounds, in vitro digestion, short-chain fatty acids
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I. Introduccién

En la actualidad, en México existe una alta tasa de padecimientos de enfermedades
cronico degenerativas no transmisibles (ECDNTSs), como la diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas y cancer, entre otras.
Estas enfermedades son la principal causa de mortalidad en el pais, y en general,

estan relacionadas a los habitos alimenticios y poca actividad fisica de la poblacion.

En cuanto a la alimentacion de la poblacion mexicana, existe una gran preferencia
por alimentos de baja calidad nutricional, como las papas fritas, galletas, bebidas
endulzadas altas en calorias. A este tipo de alimentos se les conoce como botanas
o refrigerios, ya que en general, no se consumen como parte de las tres comidas

principales en el dia.

Sin embargo, un alimento altamente consumido en el pais es el frijol comun
(Phaseolus vulgaris), el cual, desafortunadamente ha disminuido su cultivo en los
altimos afios, siendo una importante fuente de proteinas, nutrientes y compuestos
bioactivos, los cuales pueden ayudar a prevenir y/o controlar ECDNTs como
diabetes mellitus y dislipidemias, debido, en parte a su contenido de compuestos
bioactivos que pueden intervenir con la actividad inhibitoria de algunas enzimas
digestivas como la a-amilasa, a-glucosidasa y lipasa pancreética, lo que ubica al
frijol comun como alimento importante y habra que retomar el cultivo y consumo de

este alimento.

Otro producto importante para el consumo humano es la avena (Avena sativa). Un
cereal con un alto valor nutricional y de compuestos bioactivos, ademas de ser el
anico alimento aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA
por sus siglas en inglés) como cardioprotector, la cual se utiliza como ingrediente
en productos categorizados como refrigerios (barras energéticas, entre otros), sin
embargo, también ha tenido una disminucion tanto en cosecha como consumo en

los dltimos afos, por lo que es de vital importancia retomar el consumo de esta.



De acuerdo al mercado de alimentos funcionales, el cual va al alza, es importante
elaborar productos que tengan efectos benéficos para la salud humana, pero
también, que sean aceptados por los consumidores. En el grupo de trabajo se
desarroll6 una barra o galleta tipo cracker elaborada a base de avena y de frijol
comun con compuestos bioactivos importantes (como fibra dietaria y compuestos
fendlicos), la que en un estudio clinico con mujeres con hipertrigliceridemia,
disminuy6 niveles de triglicéridos y glucosa en sangre (Ramirez-Jiménez, et al.,
2022). Resultados que sugieren que el consumo de este producto trae beneficios

importantes a la salud.

Sin embargo, faltaba por realizar ensayos de digestién in vitro con una gran
importancia en el campo de los alimentos, ya que permite evaluar el comportamiento
de los alimentos en condiciones de digestion gastrointestinal, es decir, la liberacion,
transformacién y bioaccesibilidad de compuestos de la matriz. Dichos parametros
permiten conocer posibles efectos biolégicos de los alimentos sin necesidad de

intervenciones in vivo.

Por lo que se utilizé esta formulacién para realizar la digestion gastrointestinal in
vitro sobre sus compuestos bioactivos y el efecto de los mismos en la inhibicion de
enzimas digestivas para la elucidacién de posibles mecanismos de accion que

tienen estos compuestos en la reduccion de triglicéridos y glucosa en sangre.



ll. Antecedentes
II.1 Refrigerios

[1.1.2 Definiciones

La definicidon de refrigerio o botana no es estatica (Johnson & Anderson, 2010). Las
definiciones que se encuentran en la literatura se basan en: la hora del dia en que
se consumen, el tipo de alimento consumido, la cantidad del alimento o la

combinacion de estos factores (Hess et al., 2016).

De acuerdo con la NOM-043-SSA2-2012, un refrigerio es: la porcién de comida
consumida entre las comidas principales (desayuno, comida y cena) y que sirve
para cumplir las caracteristicas de una dieta balanceada.

Por otra parte, la NOM-247-SSA1-2008, define a los refrigerios hechos a base de
cereales como: los productos alimenticios, elaborados a base de granos de cereales
u otros granos y semillas comestibles, enteros o sus partes o molidos (harinas,
sémolas o semolinas), preparados mediante procesos fisicos, aptos para ser
consumidos directamente o previa coccion, adicionados o no de aditivos y de otros
ingredientes opcionales. Estos productos se pueden preparar por procesos tales

como: inflado, laminado, recubrimiento, tostado, extruido, aglomeracion u otros.

[1.1.3 Composicién nutrimental de los refrigerios

La NOM-043-SSA2-2012 recomienda que se consuman tres comidas principales
(desayuno, comida y cena) y dos colaciones (refrigerios) al dia, destacando la
importancia del consumo de cereales de grano entero como la avena y el consumo
de leguminosas como el frijol comun. La Figura 1 muestra el Plato del Bien Comer
Saludable y Sostenible de las Guias de Alimentacion Saludable y Sostenibles para
la poblacion mexicana periodo 2025 — 2030, con sus respectivas recomendaciones

de alimentos.
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Figura 1. Plato del Bien Comer Saludable y Sostenible para la poblacion.

(Tomado de Secretaria de Salud [SSA], 2025).

Algunos estudios han sugerido que el tipo de refrigerio es el factor mas importante
para determinar si su consumo se asocia a la calidad dietaria, adiposidad e indice

de masa corporal (Almoraie et al., 2021).



De acuerdo a lo anterior, los refrigerios se asocian generalmente con nutrientes que
deben limitarse, sin embargo, también pueden contener nutrientes que deben
promoverse para mantener una buena salud. Es por eso que, el etiqguetado de los
alimentos es importante ya que se ha visto que etiquetas con declaraciones sobre
sus efectos positivos a la salud son percibidos por los consumidores como
productos saludables, mientras que etiquetas con sellos o declaraciones de exceso
de azucares, grasas y calorias son percibidos de manera negativa por los
consumidores (lles et al., 2017).

[1.1.4 Consumo de refrigerios en México

En México, la popularidad que han ganado los refrigerios o botanas se debe
principalmente a su facil acceso, costo relativamente bajo y su empaque atractivo
(Estrada-Giron et al., 2022). El sabor es fundamental para captar el gusto de los
consumidores, por lo que se adicionan con sal, chile, limén u otros saborizantes y/o
condimentos artificiales. De acuerdo a esto, la cantidad de sodio reportada en los
empaques es variada (41 — 770 mg por 100 g de producto), ademas, la cantidad de
grasa en este tipo de productos va de 22 — 39%, siendo el 1 — 25% grasas saturadas
(Cerda-Pérez, 2018).

En la actualidad, hay diversos reportes del consumo de refrigerios en el pais, por
ejemplo, resultados publicados por Duffey et al. (2014) y ENSANUT (2022), un
amplio porcentaje de la poblacion consume refrigerios en algin momento del dia,
teniendo un mayor consumo entre el desayuno y la comida y entre la comida y cena.
El consumo per capita reportado fue de 1.6 refrigerios al dia, los cuales brindaron

250 kcal en promedio.

Dentro de los consumidores de refrigerios en México, la preferencia para su
seleccion fue: bebidas endulzadas, verduras, fruta, cereales dulces, botanas, dulces
y postres (ENSANUT 2022). El Cuadro 1 muestra la preferencia de refrigerios en la

poblacién mexicana en todos los rangos de edad.



Cuadro 1. Preferencia de refrigerios para la poblacion mexicana.

Tipo de refrigerio Porcentaje de consumo (%)
Bebidas endulzadas 82.1
Verduras 50.3
Cereales dulces 46.9
Frutas 40.3
Botanas, dulces y postres 31.0

(Modificado de ENSANUT 2022).

De acuerdo a Statista Market Insights (2023), el consumo de botanas per capita en
México ha ido al alza en los Ultimos afios y se espera que siga incrementando. De
2018, donde hubo un consumo per cépita de 10.6 kg de botanas, a 2024, donde
hubo un consumo de 14.5 kg; el volumen de consumo de botanas se incrementé en
2.6 kg per cépita. Las principales botanas que se consumen actualmente en el pais
son galletas dulces y saladas (8.3 kg/per capita), papas fritas (2.6 kg/per capita) y
totopos y pretzels (2.2 kg/per cépita). Ademas, se estima que el consumo de
botanas siga incrementando, llegando a ser de 17.6 kg per capita para el afio 2028.
El Cuadro 2 muestra el consumo per capita de botanas en México desde 2018 y su
proyeccion al 2028.



Cuadro 2. Volumen per capita (kg/per cépita) de consumo de refrigerios en
México: Proyeccién hasta el afio 2028.

Tipo de

refrigerio

2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028

Galletas 6.7 70 73 77 80 83 92 100 10.2 106 11.0

Papas
_ 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.9 3.1 3.2 3.3 3.5
fritas
Totopos
y 1.8 1.9 1.9 2.1 2.2 2.2 2.5 2.8 2.8 3.0 3.1
Pretzels

Total 106 11.0 115 122 127 132 145 159 16.1 169 17.6

(Modificado de Statista, 2024).

[1.1.5 Refrigerios a base de frijol comun

El consumo de leguminosas como el frijol comdn esta asociado con mdultiples
efectos benéficos para la salud debido a su composicién nutricional alta en proteinas
y compuestos bioactivos (Ferreira et al., 2021), ademas, pueden ser utilizados para
la produccién de productos libres de gluten, proporcionando una alternativa
saludable y con propiedades sensoriales similares a aquellos que si contienen esta
proteina, aunado a su bajo costo, lo que ha promovido el desarrollo de refrigerios
preparados a base de leguminosas, para impulsar su consumo (Escobedo & Mojica,
2021; Palomares-Navarro et al., 2023).

De acuerdo a esto, se ha reportado que los productos hechos a base de frijol se
pueden preparar por diferentes metodos: por extrusion, fritos en aceite y horneados.
Cada meétodo tiene ventajas y desventajas en cuanto a aceptabilidad sensorial,



composicién nutricional y propiedades funcionales y biologicas (Escobedo & Mojica,
2021).

En la extrusion, los productos se forman mediante la transformacion fisicoquimica
de la materia por las altas temperaturas y estrés mecanico inducidas por la maquina.
Los productos extruidos son atractivos para los consumidores por su textura
crujiente, vida de anaquel prolongada y sabor, sin embargo, se debe considerar la
proporcion de leguminosas en la formulacion, ya que concentraciones elevadas
provocan que el producto sea demasiado duro y poco aceptable para los

consumidores (Escobedo & Mojica, 2021).

La forma mas comun de preparar botanas es friendo la materia en aceite, este
método consiste en la inmersién de la materia en aceite caliente (temperatura
superior a la de ebullicion de agua), lo que provoca que el agua se evapore del
alimento, se absorba aceite y se forme una capa crujiente en el exterior (Liberty et
al., 2019). Freir alimentos también provoca la desnaturalizacion de proteinas,
gelatinizacion de almidon y reacciones de Maillard (Asokapandian et al., 2020). Este
procedimiento confiere a los productos una alta aceptabilidad sensorial, ya que
forma una capa crujiente y con buen aroma al exterior, mientras que el interior
mantiene una textura suave y agradable. Sin embargo, una de las desventajas
principales es el incremento del contenido de grasas en el producto, factor que

puede impulsar al desarrollo de ECDNTs (Escobedo & Mojica, 2021).

En el horneado, por lo general se busca mezclar los ingredientes secos en agua
para formar una masa, la cual se fermenta, se le da forma y se cuece en el horno.
Sin embargo, este tipo de productos tiende a no contener gluten, lo que provoca
una textura quebradiza en el producto final. No obstante, si se tienen proporciones
adecuadas de los ingredientes, los productos tienden a tener una buena
aceptabilidad sensorial y un contenido de nutrientes adecuado (Escobedo & Mojica,
2021).



Actualmente, existen diferentes formulaciones de refrigerios preparados con
leguminosas como parte de sus ingredientes. Por ejemplo: Ramirez-Jiménez et al.
(2010) desarrollaron una barra nutritiva con contenido de 30% de harina de frijol
comun; Luzardo-Ocampo et al. (2017) desarrollaron un totopo con 30% de
contenido de harina de frijol comun. También Sharma et al. (2021) reportaron
diversas formulaciones de extrudidos de cereales adicionados con leguminosas. Se
han reportado varios productos elaborados a base de leguminosas libres de gluten,
sustituyendo al trigo (Palomares-Navarro et al. (2023).

[1.1.5.1 Barra nutritiva a base de frijol comun y avena

Un producto elaborado a partir de harina de frijol comdn y de avena, es una barra
nutritiva tipo “cracker”, la cual fue formulada por primera vez por Ramirez-Jiménez
(2010), con el objetivo de desarrollar un producto para consumo como refrigerio bajo
en calorias y con propiedades funcionales. La proporcion de harina de frijol comun-
harina de avena utilizada para esta formulacion fue de 24.6% y 18.9%,

respectivamente.

Posteriormente, Gomez-Palomares (2012), optimizé la formulacién por primera vez,
modificando la relacion harina de frijol comun-harina de avena a 30.6% y 23.6%
respectivamente. Ademas, afiadid saborizantes para mejorar su aceptabilidad

sensorial.

Ramirez-Gonzalez (2018) realiz6 un estudio para optimizar la produccion de esta
barra nutritiva, ademas de reformularla, teniendo una relacion de harina de frijol del
30% y 26% de harina de avena. En el afio 2022, Ramirez-Jiménez et al. (2022)
publicaron un ensayo clinico, donde participaron 26 mujeres mexicanas con
hipertrigliceridemia. En este ensayo se observd que el consumo de 50 g de las
barras nutritivas al dia, por un periodo de 8 semanas, redujo los niveles de
triglicéridos en sangre en 37.80%, los niveles de glucosa en 5.69% y en 5% el peso

corporal.



[I.2 Avena (Avena sativa L.)

[1.2.1 Generalidades

La avena es un cereal de la familia Poaceae, la cual es utilizada como alimento tanto
para humanos, como para ganado desde las antiguas civilizaciones (lhsan et al.,
2022). Su cultivo es anual y se cree que se origind en Asia y se da en climas frescos
y humedos (Kim et al., 2021).

La avena tiene una variedad de tipos, incluyendo roja, blanca, amarilla y negra,
ademas, es el sexto cereal mas producido a nivel global, seguido de trigo, maiz,

arroz, cebada y sorgo (Martin-Diana et al., 2021; Demirkesen, 2019).

Su consideracion como alimento saludable se debe a que tiene un alto contenido
de proteinas, fibra dietaria y vitaminas y minerales. Su perfil de aminoacidos
contiene aminoacidos esenciales destacando la leucina, y dentro de la fibra dietaria
un contenido del 3.1 g/100g — 5.2 g/100g de B-glucanos (Ibrahim et al., 2020;
Nogala-Katucka et al., 2020).

El consumo de avena ha demostrado tener efectos benéficos para la salud, por
ejemplo, contra problemas gastrointestinales, efectos anticancerigenos, efectos de
proteccion contra enfermedades cardiovasculares y efectos contra la diabetes
mallitus tipo 2 (Paudel et al., 2021).

Taxon6micamicamente pertenece a:

¢ Reino: Plantae
e Familia: Poaceae
e Tribu: Aveneae
e Género: Avena

e Especie: Avena sativa

(PLANTS Database, 2024).
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1.2.2 Produccion y Area cosechada

La FAOSTAT (2023), mostré que la produccion de avena en México aumento del
2018 al 2022, sin embargo, de acuerdo a datos publicados por la SIAP (2025) la
produccién en México disminuyo en un 23 % del 2022 al 2024. En el Cuadro 3 se
muestra el area cosechada y produccion de avena en México.

Cuadro 3. Area cosechada en hectareas y produccion en toneladas de avena
en México de 2018 — 2024.

Afio Area (ha) Produccion (t)
2018 49911 99304
2019 48590 100672
2020 30689 69016
2021 49238 101069
2022 49040 104825
2023 25464 61785
2024 45236 74603

(Modificado de SIAP, 2025).

[1.2.3 Composicién nutrimental de la avena

La avena tiene una composicién nutrimental saludable, la cual se muestra en el
Cuadro 4. Es una buena fuente de carbohidratos y proteinas de calidad, teniendo
un perfil de aminoacidos balanceados (lbrahim et al., 2020). Ademas, tiene una
buena cantidad de acidos grasos insaturados, vitaminas, minerales, antioxidantes,

acidos fendlicos, flavonoides y fibra dietaria (Maheshwari et al., 2019)
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Cuadro 4. Composicion nutrimental de la avena.

Componente Avena (%)
Carbohidratos 72.6-74.2
Proteina 11.9-15.8
Grasas 6.7-10.3
Almidon 27 —-50
Fibra dietaria total 13-30
B-glucanos 3.1-55
Cenizas 1.2-1.3

(Modificada de Alemayehu et al., 2021; Meenu et al., 2021).

[1.2.3.1 Carbohidratos

Dentro de los carbohidratos presentes en este cereal, se han observado diferencias
en las propiedades fisicoquimicas del almidon de la avena en comparacion con otros
cereales. Estas diferencias se asocian con la magnitud de las interacciones entre
las cadenas de almidon dentro de sus regiones amorfas y cristalinas, asi como
también por la longitud de sus cadenas de amilosa y amilopectina (Punia et al.,
2020).

En cuanto a los almidones presentes en la avena, se tienen las tres fracciones
importantes: almidon de digestibilidad rapida, almidén de digestibilidad lenta y
almiddn resistente. Los almidones de digestion lenta son importantes para la salud
humana, ya que ayudan a mantener niveles de glucosa en sangre balanceados
(Ovando-Martinez et al., 2013). En cuanto al almidon resistente, ha sido reconocido
como fibra funcional, ya que provee de carbohidratos fermentables para las
bacterias coldnicas, asi como también la produccion de metabolitos deseables
como los acidos grasos de cadena corta (Rezende et al., 2021). El contenido de
almidon resistente en la avena es de aproximadamente 25% de los almidones
totales (Ovando-Martinez et al., 2013).
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La avena, ademas, tiene un contenido de fibra dietaria adecuado, la cual ayuda a
mantener una microbiota y corazon saludables (Tosh & Bordenave, 2020). La fibra
dietaria entra al intestino delgado y es parcial o completamente fermentada por la
microbiota colénica (Rezende et al., 2021). Estas fermentaciones son importantes
ya que producen productos secundarios como acidos grasos de cadena corta, como
el acido acético, propionico y butirico, los cuales tienen efectos benéficos para la
salud como regulacion de inflamacion sistémica, mejor transito intestinal y motilidad,
efectos sobre la obesidad y regulacion de proceso inmunolégicos (Yao et al., 2021).
La avena posee aproximadamente un 60% de fibra insoluble y un 40% de fibra
soluble (Alemayehu et al., 2023).

La avena es una fuente importante de fibra dietaria soluble e insoluble de la avena,
destacando los (1,3), (1,4)-B-D-glucanos o B-glucanos como soluble, siendo éstos

de los componentes mas estudiados de la avena (Ahmad & Khalid., 2018).

Los B-glucanos son polisacéaridos de moléculas de D-glucosa unidas por enlaces [3-
(1,3) y B-(1,4). Estas moléculas han demostrado tener la capacidad de reducir los
niveles de colesterol en sangre, dicho mecanismo no ha sido definido, pero la
principal hipbtesis sugiere que los B-glucanos se unen a sales biliares en el intestino

delgado, limitando la reabsorcion de acidos biliares y lipidos (Bai et al., 2019).

[1.2.3.2 Proteinas

Los granos de avena cuentan con un alto contenido de proteinas en un intervalo de
12.5- 17.5 %, con una distribucion de las mismas diferente a otros cereales (Chen
et al., 2021). Las proteinas encontradas principalmente en la avena son globulinas,
las cuales son solubles en solucién salina, mientras que las prolaminas se

encuentran en una menor concentracion (Klose & Arendt, 2012).

De acuerdo a su composicion proteica, se ha observado que el perfil de aminoacidos
de la avena es balanceado, ofreciendo de 34.06 a 37.41 g/kg de aminoacidos
esenciales, es decir que, de acuerdo a la recomendacion de la Organizacion

Mundial de la Salud, la cual dice que un adulto de 70 kg debe consumir
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aproximadamente 5.8 g de aminoacidos esenciales, el consumo de 100 — 120 g de

avena brinda esta cantidad (Ibrahim et al., 2020).

[1.2.3.3 Lipidos

Dentro de la familia de los cereales, la avena es la que tiene un contenido de grasas
mas alto, sin embargo, son acidos grasos poli y monoinsaturados (Kim et al., 2021).
Tiene un alto contenido de acido oleico, palmitico y linoleico y bajo en acidos grasos
saturados, lo cual tiene efectos positivos en la reduccion de enfermedades
cardiovasculares (Koufimska et al., 2018; Yau et al., 2020). La Figura 2 muestra la

estructura quimica de los principales acidos grasos encontrados en la avena.

OH

|.|3{;/\/\/\/\/\/\/v‘<{:}I Acido palmitico
OH
Hacwwo Acido oléico
OH
HECA/W\W/(O Acido linolgico

Figura 2. Estructura quimica de los principales acidos grasos encontrados en A.
sativa.

[1.2.3.4 Micronutrientes

Las vitaminas y minerales son esenciales para un mantenimiento tisular y
metabolismo correcto, funcionando como cofactores y coenzimas para funciones
sistémicas, estos deben ser consumidos en la dieta, ya que el organismo humano

no es capaz de producirlos por si mismo (Godswill et al., 2020).

Los minerales se clasifican en dos: de ingesta mayor y de ingesta menor; donde en

lo de ingesta mayor se requieren cantidades mayores a 100 mg en adultos y estos
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son: sodio (Na), potasio (K), magnesio (Mg), calcio (Ca), fosforo (P), cloro (Cl) y
azufre (S). Mientras que los de ingesta menor requieren un consumo diario menor
a 100 mg en adultos, donde se encuentran: hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu), cobalto
(Co), cromo (Cr), molibdeno (Mo), selenio (Se), manganeso (Mn), entre otros (De O
Maximino et al., 2021). Se ha reportado que el contenido de minerales en la avena
va de un 2 — 3 % (Kaur et al., 2019).

La avena ademas cuenta con cantidades significativas de vitaminas, como la
tiamina (0.76 mg/100 g), riboflavina (0.14 mg/100 g), niacina (0.96 mg/100 g), &cido
pantoténico (1.35 mg/100 g), vitamina B-6 (0.12 mg/100 g), folato (56 pg/100 Q)
(USDA, 2019).

I1.2.4 Compuestos bioactivos de la avenay sus beneficios

La avena cuenta con un alto contenido de compuestos bioactivos como lo son los
B-glucanos, las avenantramidas, tocoferoles y esteroles, los cuales tienen efectos
benéficos para la salud humana (Martinez-Villaluenga & Pefias, 2017). Estos
compuestos ayudan a la prevencion de enfermedades -cardiovasculares,

gastrointestinales, diabetes, cancer, entre otras (JlockytoB & Khlestkina, 2021).

[1.2.4.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos de la avena tienen la capacidad de atrapar a los radicales
libres que se forman en las células de los organismos (Zhang et al., 2023). Los
radicales libres pueden causar cambios en el ADN, provocando asi enfermedades
cronico degenerativas no transmisibles (ECDNT) como: dislipidemias, hipertension,
cardiovasculares e incluso cancer (Moloney & Cotter, 2018; Wehrli et al., 2021). Los
principales compuestos polifendlicos, encontrados en avena son:. acido
protocatecuico, siringico, vanilico, p-hidroxibenzéico, galico, p-cumérico, o-
cumarico y caféico (Soycan et al., 2019). La Figura 3 muestra la estructura general
de un &cido fendlico.
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OH

Figura 3. Estructura quimica general de los &cidos fendlicos.

11.2.4.1.2 Tocoferoles (Vitamina E)

La avena tiene compuestos con capacidad antioxidante como la vitamina E, la cual
consiste de 4 isobmeros de tocoferoles, a-, 3-, y-, and &-tocoferol, y de 4 isomeros
de tocotrienol, a-, B-, y-, and d-tocotrienol (Gutiérrez-Gonzalez & Garvin., 2016). Los
tocoferoles y tocotrienoles han demostrado la capacidad de disminuir el colesterol
en sangre, inhiben la proliferacion de células tumorales y tienen un efecto

antiinflamatorio (Szewczyk et al., 2021).

La capacidad antioxidante de la vitamina E depende del nimero de metilos de los
tocoferoles en sus anillos, donde esta va de a > 3 > y > &. Los tocoferoles y
tocotrienoles captan radicales peroxidos, reduciendo la peroxidacion lipidica y las

especies reactivas de oxigeno (EROs) en el organismo (Miyazawa et al., 2019).

11.2.4.1.2 Avenantramidas
Otro compuesto polifendlico que solo se encuentra en la avena es la avenantramida

(Avn), la cual tiene varias propiedades fisiologicas como efectos antiinflamatorios,
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anticancerigenos, antitrombaoticos, antiproliferativos y antioxidante (Hou et al., 2021;

Li et al., 2019) y existen varios tipos en la avena: la Avn A tiene acido p-cumarico,

la Avn B tiene acido ferdlico y la Avn C tiene &cido caféico en su estructura, como

se muestra en la figura 6. El contenido de Avn, de mayor a menor, es B > C > A,

mientras que su capacidad antioxidante va de C > B > A (Hernandez-Hernandez et
al., 2021).

Estas propiedades benéficas son dadas principalmente por su fuerte capacidad

antioxidante (Xue et al., 2021). Se han estudiado tres mecanismos para captar

radicales libres en las Avn:

Transferencia de atomos de hidrégeno (TAH):

Avn —H — Avn™ + H’

En este mecanismo, el a&tomo de hidrégeno es transferido directamente del
antioxidante al radical libre.

Transferencia singular de electron seguida de transferencia de protones
(TSE-TP):

Avn —H — Avn —H" + e

Avn — H* — Avn" + H*

Este mecanismo consiste en una transferencia de un electron del
antioxidante al radical libre, formando un radical catiénico, seguido de una
deprotonacion de este radical.

Transferencia de electrones por pérdida de protones secuencial (TEPPS):
Avn —H — Avn + H*

Avn- — Avn® + e

Este mecanismo consiste en la disociacion del antioxidante en un radical
aniénico y un protén, seguido de la reaccion de los radicales anidnicos con

radicales libres para la transferencia de electrones (Xue et al., 2021).
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11.2.4.2 B-glucanos

Los B-glucanos estan presentes en la avena tanto como fibra soluble como
insoluble, y se forman mediante enlaces (1,3), (1,4)-beta-D-glucano, son
polisacaridos lineales (Xu et al 2021).

Los B-glucanos regulan la tasa de transito intestinal, la digestion de almidones para
diluir el azdcar en sangre mediante cambios en el indice glicémico, disminuyendo la
respuesta a la insulina en la diabetes (Barati et al., 2021). También, previenen
enfermedades cardiovasculares, ya que ayudan a disminuir la presioén arterial (Zyta
et al., 2021). Ademas, han demostrado disminuir el colesterol LDL en sangre, lo que
permite tener una concentracion lipidica en torrente sanguineo adecuada para
prevenir y controlar enfermedades relacionadas a un alto nivel de colesterol
(Wolever et al., 2021).

Al ayudar a reducir el tiempo de transito intestinal durante la peristalsis, puede
reducir la tasa de absorcién de macromoléculas, promoviendo asi a disminuir peso

corporal (Joyce et al., 2019; Pino et al., 2021).

La proporcién de B-glucanos con enlaces B (1,3) y B (1,4) es de 3:7 (Yoo et al.,
2019), donde esta proporcion ha demostrado tener la capacidad de disminuir los

niveles de colesterol en sangre (Wolever et al., 2021).

En cuanto sus mecanismos de accién, para su actividad antitumoral, se ha
informado que los B-glucanos de la avena tienen la capacidad de incrementar la
expresion de caspasas en diferentes lineas celulares y también, de incrementar la
produccién de fosfatidilserina; estas moléculas tienen un efecto proapoptotico en
células tumorales (Bai et al., 2019).

Relacionado a sus efectos regulatorios de glucosa en sangre, los B-glucanos
pueden encapsular proteinas y almidones, formando matrices complejas, lo que
disminuye la accesibilidad enzimatica a estas macromoléculas, disminuyendo la
digestibn de almidones y, en consecuencia, una disminucién en la respuesta

glicémica después de ingerir alimentos (Bai et al., 2019).
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En lo referente al mecanismo reductor de colesterol, aun no esta bien definido, sin
embargo, se cree que posiblemente la fermentacién coldnica de los B-glucanos, la
cual produce acidos grasos de cadena corta, sea responsable de la disminucién de
colesterol en sangre, debido a la capacidad de estos de unirse a acidos biliares,

disminuyendo la reabsorcion de lipidos al organismo (Bai et al., 2019).

[1.3 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

[1.3.1 Generalidades

El género Phaseolus es grande, teniendo aproximadamente 80 variantes tanto
cultivadas como nativas o silvestres, sin embargo, la especie Phaseolus vulgaris es

la més cultivada (Dutta et al., 2022).

El frijol es la principal fuente de proteinas de origen no animal consumida por
muchas de las poblaciones latinoamericanas y africanas y se puede afadir a
formulaciones alimentarias para aumentar su contenido proteico (Santiago-Ramos
et al., 2018).

El consumo de frijol estd asociado a una reduccién en el riesgo de padecer ECDNT,
como el cancer, dislipidemias, obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (Didinger et al.,
2021).

Estructuralmente consiste del cotileddn y de la envoltura de la semilla y
nutricionalmente se componen de carbohidratos complejos como el almidén y
oligosacaridos, proteinas con perfil de aminoacidos que complementan a los

cereales y compuestos bioactivos (Karatas et al., 2017; Pallares et al., 2021).
Taxonémicamente pertenece a:

e Reino; Plantae
e Familia: Fabaceae
e Tribu: Phaseoleae

e Geénero: Phaseolus
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e Especie: Phaseolus vulgaris
(PLANTS Database, 2024).

1.3.2 Area cosechada y produccion

La produccion de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) en México se mantuvo por
encima de un millén de toneladas al afio de 2020 a 2022 de acuerdo a la FAOSTAT
(2023), sin embargo, sufrié caidas en la misma en 2023 y 2024 (SIAP, 2025). El
Cuadro 5 muestra el area de cosecha y produccion total de frijol en México.

Cuadro 5. Area cosechada en hectareas y produccion en toneladas de frijol
comun en México de 2018 — 2024.

Afio Area (ha) Produccién (t)
2018 1596224 1196156
2019 1207395 879404
2020 1567339 1056070
2021 1669502 1288806
2022 1453213 1002447
2023 761316 723642
2024 1365673 996392

(Modificado de SIAP 2025).

[1.3.3 Contenido nutrimental

Los frijoles representan una importante fuente de proteinas, carbohidratos,
vitaminas y minerales, y compuestos bioactivos como: fibra dietaria polifenoles,
fitoesteroles y saponinas entre otros (Ramirez-Jiménez et al., 2015), informacion
gue ha propiciado el aumento del consumo del frijol en paises en desarrollo (Ferreira
et al., 2020).

Se ha demostrado que el procesamiento del frijol disminuye la concentracién de
antinutrientes como lectinas vy fitatos, los cuales interfieren con el valor nutricional

del mismo, ya que forman complejos con las proteinas y minerales o residuos de
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carbohidratos en células, causando toxicidad y reduciendo la biodisponibilidad de

los nutrientes (Wainaina et al., 2021). El Cuadro 6 muestra la composicion

nutricional y los antinutrientes del frijol comun.

Cuadro 6. Composicién nutricional y factores antinutricios en P. vulgaris.

Composicién

Macronutrientes

Micronutrientes Antinutrientes

Carbohidratos (50-60%)
de los cuales
Almiddn (30-60%)
Fibra dietaria (14-19%)
Oligosacaridos (2-6%)

Proteinas (16-33%)
Lipidos (1-3%) de los
cuales
Acidos grasos
insaturados (65 -87%)
Acidos grasos saturados
(10-15%).

Vitaminas (mg/100g)
Tiamina 0.81-1.32
Riboflavina 0.112-0.411
Niacina 0.85-3.21
Vitamina B6 0.299-0.659
Acido félico 0.148-0.676
Minerales
Calcio (0.09-0.2%)
Hierro (3.21-7.55
mg/100g)

Cobre (0.69-1.20
mg/100g)

Zinc (2.2-4.4 mg/100g)
Fosforo (0.46%)
Potasio (1.54%)
Magnesio (0.20%)
Polifenoles (0-0.4%)

Fitatos (0.6-2.7%)
Lectinas (8200 HA)
HA: actividad de

hemaglutinina

(Modificado de Wainaina et al., 2021).

Ademas, el frijol comun contiene vitaminas como: tiamina, riboflavina, niacina, B6 y

minerales como: potasio, calcio, hierro, zinc, magnesio y cobre (Celmeli et al., 2018).
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Adicionalmente, para la elaboracion de productos alimenticios como barras,
galletas, pan, entre otros, se utiliza harina de frijol comun (Escobedo & Mojica,
2021), Trevifio-Mejia et al. (2016) caracterizaron la composicion quimica de harina

de frijol cocido, la cual se muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Composicion quimica de harina de frijol comun.

Ceniza Fl FS FT AR

PT (%) LT (%) CT (%
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Harina
de frijol 20.70 2.85 71.29 5.16 21.11 1.40 22.51 5.52

comun

PT: Proteinas totales. LP: Lipidos totales. CT: Carbohidratos totales. FI. Fibra
insoluble. FS: Fibra soluble. FT: Fibra total. AR: Almidon resistente. (Modificado de
Trevifio-Mejia et al., 2016).

[1.3.3.1 Carbohidratos

Los frijoles son una fuente importante de carbohidratos, ya que aproximadamente
el 55-65% de su peso se comprende por estos, dentro de los cuales, el almidon es
el carbohidrato mas abundante (30-60% del contenido total de carbohidratos). El
almidén se puede clasificar de acuerdo a su digestibilidad, teniendo almidon de
digestion rapida (ADR), almidon de digestion lenta (ADL) y almidon resistente (AR),
dependiendo de la tasa de liberacion de glucosa al tracto gastrointestinal (Wainaina
et al., 2021).

El almidon resistente es capaz de resistir el efecto de digestion enzimatica y llega al
intestino grueso, donde puede ser metabolizada por las bacterias colonicas (Dhital
et al., 2017), reportando estos autores para frijol comun crudo el contenido de ADR
de 9.4 — 10.6%, ADL de 10.8 -16.8% y AR de 73.8 — 78.5%. Mientras que, al ser
procesados térmicamente, los valores se modifican a 80.6 — 91.3% de ADR, 0.7 —
8.7% ADL y 8.0 — 10.7% de AR (Ma et al., 2017).
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El frijol comun también tiene un alto contenido de fibra dietaria con variaciones
dependiendo del tipo (USDA Food Data Central, 2018). De acuerdo con los
lineamientos dietarios para los americanos (Dietary Guidelines for Americans, DGA
por sus siglas en inglés), el consumo diario de fibra para adultos va de 22-28 g para
mujeres adultas y de 28-34 g para hombres adultos (DGA, 2020), esto quiere decir
gue se deben consumir entre 100 — 200 g de frijol comun diariamente para alcanzar
la ingesta diaria recomendada, teniendo en cuenta que las diferentes especies
presentan diferencias en su contenido de fibra dietaria total (Nchanji & Ageyo, 2021),

sin olvidar que la dieta no solo depende del consumo de esta leguminosa.

11.3.3.2 Proteinas

El frijol comdn es un alimento rico en proteinas, lo que lo hace un producto
importante para la nutricion humana. Ademas, son una excelente fuente de
proteinas no animal, haciendolas un alimento esencial para la poblacion (Lisciani et
al., 2024).

El contenido de proteinas en el frijol comun varia dependiendo de la especie. Carbas
et al. (2020), reportaron que los frijoles variedad Boston tenia un mayor contenido

de proteinas, seguido de los frijoles negros, con un 26% y 25.9%, respectivamente.

En cuanto al contenido de aminoéacidos, Carbas et al. (2020), también encontraron
que los frijoles Boston y negros tenian una mayor concentracion de aminoacidos
esenciales, con 9.3 g/100 g y 9.2 g/100 g, respectivamente. En el Cuadro 8 se
muestra el perfil de aminoécidos de variedades de frijol comdn.
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Cuadro 8. Perfil de aminoacidos en cuatro especies de P. vulgaris.

Aminoacido Especies
Pinto Blanco Negro Alubias
Alanina 4.5 4.5 NR NR
Arginina 7.3 7.2 6.7 5.1
Aspartato 12.7 13.2 NR NR
Cisteina 0.9 11 1.0 1.0
Glutamato 16.6 16.3 NR NR
Glicina 4.1 4.6 NR NR
Histidina 2.0 2.0 2.9 2.6
Isoleucina 3.4 3.2 4.1 4.2
Leucina 7.0 6.7 7.7 8.1
Lisina 7.5 7.1 6.7 6.7
Metionina 1.4 1.4 2.0 0.9
Fenilalanina 54 5.3 51 5.3
Prolina NR NR NR NR
Serina 6.5 6.8 NR NR
Treonina 4.2 4.7 3.1 4.2
Triptofano NR NR NR NR
Tirosina 3.8 3.8 NR NR
Valina 3.7 3.9 4.9 5.1
NR: No reportado. (Modificado de Hall et al., 2016).
11.3.3.3 Lipidos

El contenido de lipidos en leguminosas generalmente es bajo (menor al 3%), y la
composicion principal consta de triglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos libres y
esteroles (Hall et al., 2016).

El &cido graso mas comunmente encontrado en las leguminosas es el linoleico, sin
embargo, las diferencias encontradas pueden deberse al cultivar, condiciones

climaticas y la especie de leguminosa (Hall et al., 2016).
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En cuanto a su contenido de lipidos, contienen acidos grasos insaturados como el
linoleico, palmitico y oleico (Celmeli et al., 2018), siendo el linoleico un &acido graso
esencial. Su contenido de lipidos es de aproximadamente 1-3% (Celmeli et al.,
2018; Los et al., 2018). En el Cuadro 9 se muestra la composicién de lipidos en

variedades de frijol comun.

Cuadro 9. Perfil de lipidos en cuatro especies de P. vulgaris.

Variedad .
B Acidos grasos
de frijol
Lipidos . . . . . .
%) Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico Otros
0

Pinto 1-2 13 2 6 32 43 4
Blanco 2 18 4 14 25 40 0
Negro 2-3 15 4 13 32 36 3
Alubia 1-5 14 2 10 26 46 3

(Modificado de Hall et al., 2016).

[1.3.3.4 Compuestos antinutricios

Los factores antinutrimentales son metabolitos secundarios de las plantas que
interfieren con la absorcion de nutrientes, su digestion y utilizacion por el organismo
(Popova & Mihaylova, 2019). Dentro de estos factores estan los taninos y fitatos,
que se unen a proteinas y minerales, influenciando su bioaccesibilidad vy
digestibilidad (Wainaina et al., 2019). Los inhibidores enzimaticos como:
inhibidores de a-amilasa y tripsina, dificultan la digestion de almidones y proteinas;
y como compuestos téxicos las mas estudiadas son las lectinas, siendo estos

factores termosensibles (Lucini et al., 2019 y Wainaina et al., 2021).

El procesamiento térmico de frijol comdn ha mostrado una reduccion de estos
compuestos antinutricios debido a que son termoldbiles y sus estructuras de
degradan con la temperatura. Se ha reportado la reduccion de fitatos de 28 — 51.6%
y de lectinas de 99.61 — 99.81 % (L. Shi et al., 2018; Wainaina et al., 2021).
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[1.3.4 Compuestos bioactivos

[1.3.4.1 Principales causas de mortalidad en México

Las enfermedades cronico degenerativas no transmisibles (ECDNTs) como el
cancer, obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares han ido al alza a nivel
global (ENSANUT, 2022). De acuerdo al INEGI, la causa principal de mortalidad en
México son as enfermedades cardiovasculares, pero también se encuentran otras
enfermedades no transmisibles en esta lista (INEGI 2023). La Figura 4 muestra las

principales causas de mortalidad en México en el afio 2022.

Principales causas de muerte en México (2025)

Enfermedades del corazén
Diabetes mellitus

Tumores malignos
Enfermedades del higado

Accidentes

Enfermedades cerebrovasculares
Homicidios
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas

Insuficiencia renal

+
+
P
P
f
Influenza v neumania |'
+
f
P
f

25000 50000 75000 100000 125000 150000 175000 200000
Defunciones

Figura 4. Principales causas de mortalidad en México en el afio 2025.
(Adaptado de INEGI, 2025).

A partir de estos datos, es importante mencionar los efectos positivos que los
compuestos bioactivos tienen en cuanto a disminuir el riesgo a padecer las ECDNTs

como diabetes mellitus y dislipidemias, ya que se ha reportado que la fibra dietaria

26



del frijol comun tiene efectos inhibitorios contra a-amilasa, a-glucosidasa y lipasa
pancreatica (Serna-Pérez et al., 2021). También, Liu et al. (2024) reportaron que los
compuestos fendlicos del frijol comun (4cidos fendlicos, flavonoides y taninos
condensados) tienen un efecto inhibitorio contra las enzimas mencionadas
anteriormente. En general tienes que actualizar la bibliografia en la medida de lo

posible

[1.3.4.1 Compuestos fenolicos
Los compuestos fendlicos del frijol comun son: acidos fendlicos, flavonoides y
proantocianidinas, los cuales tienen una potente capacidad antioxidante y, por lo

tanto, reducen el estrés oxidativo en el organismo (Madrera et al., 2021).

Los compuestos fendlicos mas comunes en el frijol comun son: &cido cafeico, p-
cumarico, ferulico, galico, procatecuico, vanilico, y siringico (Yang et al., 2018). El
contenido de estos compuestos puede variar dependiendo de la especie de frijol
comun, de la época y sitio de cultivo, de las condiciones climatoldgicas entre otras
(Madrera et al., 2021).

[1.3.4.2 Flavonoides

Los flavonoides son los metabolitos secundarios mas abundantes en el reino vegetal
y Su presencia se asocia con el sabor y color del frijol comun, normalmente se
acumulan en las vacuolas de las plantas como compuestos conjugados de forma

glicosilada o esterificada (Yang et al., 2018).

Los flavonoides consisten de un esqueleto de 15 carbonos, consisten de dos anillos
aromaticos y un heterociclo de pirano; se dividen en seis grupos, dependiendo de
su heterociclo, el cual varia en su patron de sustitucion: flavonoles, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanoles (Petroski & Minich, 2020). Se
ha demostrado que los flavonoides que se encuentran en el frijol comdn tienen
propiedades antioxidantes, anticancerigenas, contra diabetes tipo 2 y contra
enfermedades cardiovasculares (Ballard & Marostica, 2019). El mecanismo general

de los flavonoides por el cual ejercen su efecto biolégico se atribuye principalmente
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en aumentar la actividad de enzimas antioxidantes o inhibicion de enzimas pro
oxidativas, como NADH oxidasa. También estan involucrados en la modulacion de
enzimas que metabolizan acido araquidonico, el cual produce prostaglandinas e
inhibe la produccién de citoquinas proinflamatorias (Ballard & Mardstica, 2019).

Los principales flavonoides encontrados en frijol comun son: catequina, kaempferol,
quercetina, miricetina y procianidina (Huber et al., 2016). La Figura 5 muestra la
estructura general de un flavonoide, la cual cuenta con tres anillos (A, By C).

Figura 5. Estructura quimica general de los flavonoides.

11.3.4.3 Oligosacéridos

La fraccion de carbohidratos en el frijol comin se compone de monosacaridos,
disacaridos, oligosacéaridos y almidén. Los oligosacaridos son rafinosa, estaquiosa
y verbascosa (Kotha et al., 2020). Estos azUcares son considerados prebidticos, ya
gue son metabolizados por la microbiota asociada al colon para la formacion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), como: acético (2C), propiénico (3C) y
butirico (4C) (Chavez-Mendoza & Sanchez., 2017).
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Los acidos grasos de cadena corta son importantes para la salud, ya que ayudan a

prevenir cancer de colon, entre otras ECDNTSs (Yao et al., 2020). Campos-Vega et

al. (2009), reportaron que la fermentacién colbénica in vitro de oligosacaridos

modifica el pH del colon por la produccién de acidos grasos de cadena corta, lo cual

es bueno para la microbiota. El cuadro 10 muestra la cantidad de diferentes

carbohidratos en diferentes especies de frijol comun.

Cuadro 10. Contenido de diferentes carbohidratos en cuatro especies de P.

vulgaris.

Composicion Frijol
Pinto Blanco Negro Alubia
Carbohidratos
(9/1009)
Totales 70-76 67 - 75 56 — 72 63 —74
Azlcares 7-11 6-8 6-10 8-11
Almidén 27 - 40 21 -40 20-32 31-43
Fibra dietaria
(9/1009)
Total 14 - 26 14 - 25 18 — 32 18 -30
Insoluble 11-22 15-18 15-29 15-29
Soluble 3-4 3-5 4-6 1-6
Oligosacaridos
(mg/g)
Rafinosa 3.30 5.15 4.88 3.42
Estaquiosa 37.49 35.11 36.85 38.47
Verbascosa 0.88 0.56 0.48 1.06

(Modificado de Hall et al., 2016; Kotha et al., 2020).

Los beneficios estudiados son: regulacion de inflamacion en colon, mejor transito

intestinal y motilidad, efectos sobre la obesidad y regulacibn de proceso
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inmunologicos (Yao et al.,, 2020). En la Figura 6 se muestran las estructuras

quimicas de los tres principales AGCC.

OH OH OH

O

Acido acético Acido propiénico Acido butirico

Figura 6. Estructura quimica del acido acético, propiénico y butirico.

I1.4 Digestion gastrointestinal in vitro

Existe un interés de la comunidad cientifica por conocer los efectos que tienen los
alimentos en la salud, por lo cual se han implementado técnicas que simulan a la
digestiéon del tracto gastrointestinal de los seres humanos para dar a conocer que

ocurre con los alimentos bajo estas condiciones (Bohn et al., 2017).

El uso de técnicas de digestion in vitro se ha empleado principalmente para
evaluaciones en areas como la nutricién, quimica de los alimentos, farmacologia,
microbiologia y toxicologia, en donde dentro de estos, la mayoria de los estudios se
enfocan en evaluar los efectos de la digestibon sobre macromoléculas,
principalmente proteinas y en farmacos. Sin embargo, este campo se ha expandido,
teniendo nuevos enfoques como la evaluacion de la digestion y la bioaccesibilidad
de compuestos bioactivos, teniendo como principal ventaja ante otros ensayos in
vivo, el estudio de cada una de las fases de digestion gastrointestinal y sus efectos
sobre la matriz alimentaria y sus compuestos, de manera controlada, sin necesidad

del uso de modelos animales o humanos (Lucas-Gonzélez et al., 2018).
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Existen diferentes métodos para realizar los ensayos de digestion in vitro, desde
sistemas estéaticos hasta dinamicos multicompartamentales. Los mas comunes son
los estaticos, ya que pueden simular las condiciones gastrointestinales mediante
reacciones en agitacion de manera sucesiva, recreando condiciones bioguimicas
como temperatura, enzimas y sales biliares en los diferentes compartimentos del

tracto gastrointestinal (Li et al., 2020).

A diferencia de los sistemas estaticos, los dinamicos pueden estudiar los aspectos
dindmicos de la digestion, como el transporte de alimentos digeridos, secrecion
continua de fluidos digestivos, variacion de pH a través del tiempo y variacién en la
concentracion de enzimas (Li et al., 2020). En la Figura 7 se muestra un diagrama
de los pasos a seguir para un ensayo de digestion in vitro estético.
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1. Realizar ensayos de actividad enzimatica v biliar.
Preparacién 2. Prep_arar s_oluciones de F55, FG5 y FIS.
S 3. Realizar ajustes de pH.

[ 1. Mezclar comida con F55.
_ Fase oral 2. Afiadid CaClz 1.5mM en FS5.
m 3, Afiadir amilasa salivar.
Sk Ak 4. Incubar en agitacion a pH 7, temperatura 37°C.
*—m
—_ =

= ] 1. Mezclar bolo alimenticio a FGS.
N— ! Faze gastrica 2. Afiadir CaCl: a FGS.
— 3. Anadir p-epsin_a ¥ _Iipasa gastrica.
. e 4. Incubar en agitacidn a pH 3.

NS

1. Mezclar guima gastrico con FIS.
Fase intestinal 2. Afiadir sales biliares 10mhd.
‘ 3. Anadir CaClz 0.6mM a FIS.
4. Afiadir pancreatina.
3. Incubar en agitacidn a pH 7, temperatura 37°C,

Figura 7. Ensayo de digestion in vitro estatico. FSS: Fluido salival simulado, FGS:
Fluido gastrico simulado. FIS: Fluido intestinal simulado. (Modificado de Li et al.,
2020).

La principal desventaja de los modelos dinamicos yace en que no existe un modelo
gue se comprenda de todas las fases digestivas (oral, estomacal e intestinal),
ademas de su mayor costo a diferencia de modelos estéaticos (Li et al., 2020).
Debido a esto, en la actualidad, el modelo estatico propuesto por Minekus et al.
(2014) se reconoce como el modelo estandarizado a seguir para los ensayos de
digestibn in vitro. Este modelo consiste en la preparacion de fluidos
gastrointestinales simulados, con enzimas y compuestos preferentemente de la
maraca Sigma-Aldrich, los cuales tienen valores de pH y concentraciones
enzimaticas definidas, asi como también temperatura y tiempos estandarizados

para cada una de las fases gastrointestinales (Minekus et al., 2014).
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[ll. Justificacion
En la actualidad, debido al ritmo de vida que se tiene, la sociedad ha empezado a
buscar alternativas para alimentos que sean de facil acceso y que requieran de un

tiempo minimo para su preparacion y consumo.

Esto ha orillado a la poblacién a consumir alimentos considerados refrigerios o
botanas, que en muchos casos son adicionados con azucares, grasas saturadas y
altos en calorias, provocando un aumento de las ECDNTs como: obesidad, diabetes

mellitus, dislipidemias, entre otras.

A partir de esto, es de suma importancia el desarrollo de alimentos funcionales que
ayuden a la prevencion y control de las enfermedades mencionadas anteriormente.
Uno de estos alimentos, el cual es una barra preparada a base de harina de frijol
comun y harina de avena, formulada por el grupo de trabajo y se llevo a cabo un
estudio clinico en mujeres con dislipidemias, en donde consumieron 25 g de la barra
dos veces al dia, el ensayo dur6 8 semanas y los resultados arrojaron una

disminucién de triglicéridos, glucosa y peso corporal.

Sin embargo, aun no se ha realizado un ensayo de digestion gastrointestinal y su
efecto sobre los compuestos bioactivos de la barra. Este tipo de ensayos es de gran
importancia, ya que permiten dar a conocer la transformacibn mecanica y
enzimatica de los compuestos y su bioaccesibilidad en cada una de las etapas de
la digestion gastrointestinal de manera confiable, econémica y sin implicaciones

éticas, a diferencia de ensayos en modelos in vivo y estudios clinicos.

Ademas, los ensayos in vitro, permiten dar a conocer potenciales mecanismos de
accion de los compuestos bioactivos de los alimentos, como inhibicion de enzimas
digestivas relacionadas con la absorcion de carbohidratos y lipidos, en la prevencién

y/o control de ECDNTSs, de manera precisa y econémicamente viable.
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IV. Objetivos
V.1 Objetivo General

e Evaluar el efecto de la digestion sobre los compuestos bioactivos de una
barra de frijol comun (P. vulgaris) y avena (A. sativa) mediante un ensayo de
digestion gastrointestinal in vitro y la actividad biolégica de los compuestos
bioactivos en la inhibicion de enzimas digestivas (a-amilasa, a-glucosidasa,

lipasa pancreética).

IV.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la digestion y la fermentacién colonica sobre los
compuestos bioactivos de una barra de frijol comun (P. vulgaris) y avena (A.
sativa) mediante un ensayo de digestion in vitro.

1.1 Identificar y cuantificar los compuestos fendlicos libres y ligados durante la
cinética de la digestion in vitro.

1.2 Identificar y cuantificar carbohidratos funcionales durante la cinética de la
digestion in vitro.

1.3 Evaluar la produccion de acidos grasos de cadena corta durante la cinética
de la fermentacion colonica de la barra.

2. Evaluar el efecto de los compuestos bioactivos de la barra nutritiva sobre

enzimas digestivas (a-amilasa, a-glucosidasa y lipasa pancreatica).
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V. Materiales y Métodos
V.1 Materiales
V.1.1 Materia Prima

El frijol coman (P. vulgaris) y las hojuelas de avena (A. sativa) se obtendran de

productores del estado de Querétaro.

V.1.2 Reactivos
Todos los reactivos empleados para esta investigacion se obtendran de las marcas
Sigma-Aldrich y J. T. Baker.

V.2 Metodologia

V.2.1 Preparacién de la barra
La elaboraciéon de las barras de frijol y avena se prepararon con la metodologia

descrita por Ramirez-Gonzélez (2018), la cual esta descrita en la Figura 8.
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Figura 8. Diagrama de flujo para el proceso de elaboracion de barras de frijol
comun y avena. (Adaptada de Ramirez-Gonzélez, 2018).

El frijol comun limpiado de impurezas y de granos dafiados se enjuag6 con agua.
Se cocieron de acuerdo a la metodologia descrita por Aparicio-Fernandez et al.
(2005), donde se tomd una relacion 1:4 de frijol-agua, se llevaron a punto de
ebullicién (95 °C) durante 2.5 h para su coccidon. Una vez realizada la coccion, el
frijol junto al caldo de coccidn se secaron en un horno por conveccion a 60°C
durante 12 horas y el producto obtenido se molio y tamizo. Para ello, se utilizé una
malla 60 para la reduccion del tamafio de particula de de la harina de frijol a 250

um. Los granos molidos fueron almacenados en bolsas de plastico y protegidos de
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la luz a 4 °C hasta su uso. Las hojuelas de avena fueron molidas y almacenadas de

la misma manera que la harina de frijol comun.

Las barras fueron elaboradas de acuerdo a Ramirez-Gonzélez (2018), mezclando
todos los ingredientes (30% harina de frijol comun, 26% harina de avena, 1% lecitina
de soya, 3% aceite de maiz) en una batidora eléctrica (Blazer SSD-20?, Blazer,
Monterrey, México) a 185 rpm (1.1 KW) y posteriormente, la masa se amasé a
mano, esta se lamind y corté a un tamafo estandar de 70 mm x 40 mm x 4 mm
utilizando una tortilladora manual. Las barras se colocaron en charolas de aluminio
(65 cm x 54 cm) y se hornearon en un horno de conveccién eléctrico (HC-35-D,

Coriat, México) a 120 °C durante 30 minutos.

Finalmente, las barras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se almacenaron

a 25 °C hasta su posterior uso (Ramirez-Jiménez et al., 2018).

V.2.2 Caracterizacion quimica de la barra avena-frijol

V.2.2.1 Humedad

El contenido de humedad de la barra de avena-frijol se determiné mediante la
pérdida de humedad de la muestra usando la metodologia 925.23 de la AOAC
(2002).

Se pesaron 3 g de la muestra en crisoles de porcelana y se introdujeron a la estufa
con una temperatura de 130 °C durante 3 horas. Posteriormente, se colocaron los
crisoles en un desecador durante 40 minutos hasta alcanzar la temperatura
ambiente, posteriormente, se pesaron y se anotaron los pesos. El porcentaje de

humedad se calcul6 con la siguiente ecuacion:

W; + W,) — W-
Humedad (%) = 4 WZ) > x 100
2

Donde W1 es el peso inicial del crisol a peso constante (g), W2 es el peso de la

muestra (g) y W3 es el peso final del crisol con la muestra (g).

37



V.2.2.2 Lipidos
El contenido de lipidos se determind a partir del extracto de éter de la muestra,
mediante la metodologia 920.39 de la AOAC (2002).
En un cartucho de celulosa se colocaron 3 g de muestra y se cubrié con algodon y
fue colocado en el compartimiento de extraccion Goldfish, donde se encontraba un
matraz a peso constante al que se le adiciono éter de petréleo hasta cubrir 2/3 partes
de su volumen, de tal forma que se cubra muestra y se pueda observar el efecto
sifon. Posteriormente, se ajusto el flujo de extraccion a 10 reflujos por hora durante
4 horas. Transcurrido el tiempo de extraccion, se transfirio el matraz a una estufa a
100 °C para ser secado y retirar la humedad y los residuos del solvente. Finalmente,
el matraz pas6 a un desecador hasta llegar a temperatura ambiente y fue pesado.
Los resultados se determinaron empleando la siguiente ecuacion :
Wy + Wy — Ws
W,
Donde W1 es el peso inicial del matraz a peso constante (g), W2 es el peso de la

% Lipidos = x 100

muestra (g) y W3 es el peso del crisol con los lipidos (g).

V.2.2.3 Proteina

El contenido de proteina se determind a partir de nitrégeno total de la muestra,
mediante un analisis cuantitativo volumétrico, usando la metodologia 920.15 de la
AOAC (2002).

Se preparé un tubo Kjeldahl y se molié la muestra. Al tubo se le adicionaron 0.5 g
de muestra, 0.4 g de sulfato de cobre, 3.5 g de sulfato de sodio y 15 mL de acido
sulfdrico. En otro tubo igual, se preparé un blanco. Los tubos se colocaron en el
digestor y se calentaron gradualmente a 400 °C, hasta que se observd una
coloracién verde traslicida. Posteriormente, se dejaron enfriar el tubo hasta

temperatura ambiente.

Una vez a temperatura ambiente, al tubo se le adicionaron 100 mL de agua destilada

y 50 mL de hidroxido de sodio al 40% para llevar a cabo la destilacion.
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Inmediatamente después, se destilaron con vapor de agua hasta alcanzar un
volumen de 150 mL, el cual se colocé en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que
contenia 25 mL de acido borico 0.2 N, rojo de metilo y verde de bromocresol como
indicadores. Finalmente, se titul6 con acido clorhidrico 0.1 N y se determiné el
nitrogeno total que se multiplic6 por 5.7 (factor de conversién equivalente al
porcentaje de proteina presente en el medio).

Los calculos para la determinacion de nitrdgeno total y la conversién a proteina se
realizaron por medio de las siguientes ecuaciones:

. (A-B)C
% Nitrogeno = — D x 1.401

% Proteina = % Nitrégeno x 6.25
Donde A es el volumen de HCI utilizado para titular la muestra (mL), B el volumen
de HCI utilizado para titular la solucion blanco (mL), C la concentracion de HCI (N)

y D es el peso de la muestra (g).

V.2.2.4 Cenizas
El contenido de cenizas se determiné a partir del residuo inorganico de la muestra,

mediante un andlisis cuantitativo, usando la metodologia 945.46 de la AOAC (2002).

En crisoles de porcelana se pesaron 3 g de muestra y se introdujeron en una mufla
a una temperatura de 550 °C — 600 °C hasta obtener cenizas de color blanco o gris
claro. Después se dejaron enfriar los crisoles en un desecador hasta temperatura
ambiente. Finalmente, se pesaron con las cenizas y el contenido de cenizas, en

porcentaje, se obtendra a partir de la siguiente ecuacion:

Wy + Wy — W

100
W, x

% Cenizas =

Donde W1 es el peso inicial del crisol a peso constante (g), W2 es el peso de la

muestra (g) y W3 es el peso final del crisol con las cenizas (Q).
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V.2.2.5 Carbohidratos
El contenido de carbohidratos se obtuvo a partir de la diferencia de los componentes

anteriormente mencionados.
El contenido de carbohidratos en porcentaje, se calculd con la siguiente ecuacion:

Carbohidratos (%) = 100 — (% Humedad + % Lipidos + % Proteina + % Ceniza)

V.2.3 Cuantificacion de compuestos nutraceuticos

V.2.3.1 Fibra dietaria total
El contenido de fibra dietaria total fue obtenido a partir de la suma de las fracciones

de fibra dietaria insoluble y fibra dietaria soluble de la muestra.
El contenido de fibra dietaria total se calcul6 con la siguiente ecuacion:
Fibra dietaria total = Fibra dietaria insoluble + Fibra dietaria soluble

V.2.3.1.1 Fibra dietaria insoluble (FDI)
El contenido de FDI se determiné mediante la metodologia descrita por Shiga et al.
(2003).

En un matraz se agregd 1 g de muestra desgrasada, seguido de la adicion de 50
mL de solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.08 M a pH 6.0. Se protegi6 de
la luz a la muestra y se agregé 0.1 mL de a-amilasa y se incub6é a 94 °C en
termobafio durante 30 minutos, con intervalos de agitacion vigorosa de 5 minutos.
Transcurrido el tiempo, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se ajusto el pH a
7.5. Después, se adicionaron 0.1 mL de proteasa y se incub6 a 60 °C en bafio Maria
durante 30 minutos con agitacion constante. Posteriormente, se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se filtré6 sobre papel filtro no. 4. Se recolectd el
sobrenadante. A la pastilla residual se le hicieron dos lavados con 15 mL de agua
destilada a 60 °C cada uno. Se recolectaron ambos lavados con el sobrenadante;
la pastilla sobre el papel filtro se llevé a peso constante a 60 °C durante 24 h.

Finalmente, se dejo enfriar a temperatura ambiente en un desecador y se peso.
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El contenido de FDI de la muestra, en porcentaje, se calculé con la siguiente

ecuacion:

Wppm —

W,
FDI (%) = ( PP) X (100 — %GCy,)

Donde Wepwm es el peso del papel filtro con la fibra insoluble (en g), Wep es el peso
del papel filtro a peso constante (en g), P es el peso de la muestra desgrasada (en

g) Y %GCw el porcentaje de grasa cruda de la muestra.

V.2.3.1.2 Fibra dietaria soluble (FDS)
De la determinacion de FDI, de la cual se conservo el sobrenadante y el agua de

lavado.

Se filtré y seco papel filtro no. 42 a 60 °C durante 24 h. Posteriormente, se transfirio

a un desecador y se dejo enfriar a temperatura ambiente para su posterior pesado.

En un matraz protegido de la luz se agrego6 el sobrenadante y un volumen igual (1:1)
de etanol al 80% y se dej6 precipitar durante 24 h a 4 °C. Posteriormente, se filtrd
al vacio con un papel filtro no. 42 a peso constante. Tras el filtrado, se realizaron
dos lavados con 15 mL de etanol al 80% y posteriormente, dos lavados con 15 mL
de acetona. El papel filtro se secé a 60 °C durante 24 h. Posteriormente, se transfirié

a un desecador y se dejo enfriar a temperatura ambiente para su posterior pesado.

El contenido de FDS, en porcentaje, se calculé con la siguiente ecuacion:
w, - W
FDS (%) = (%) X (100 — %GC)y)

Donde Wepwm €s el peso del papel filtro con la fibra soluble (en g), Wee es el peso del
papel filtro a peso constante (en g), P es el peso de la muestra desgrasada (en g) y
%GCw el porcentaje de grasa cruda de la muestra.

V.2.3.2 Compuestos fendlicos
Para la extraccion de compuestos fenadlicos de la muestra, se utilizo la metodologia

descrita por Cardador-Martinez et al. (2002).
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V.2.3.2.1 Extracto metanolico

En un matraz Erlenmeyer, se colocaron 200 mg de muestra y se adicionaron 10 mL
de metanol al 100%. El matraz fue protegido de la luz y se agité durante 24 h a 40
rpm a temperatura ambiente. Posteriormente, el contenido del matraz se trasvaso a
tubos para centrifuga de 50 mL y se centrifugaron a 5000 g durante 10 minutos a 4

°C. El sobrenadante se almacend a 4 °C, en oscuridad hasta su posterior analisis.

V.2.3.2.2 Determinacién de compuestos fendlicos totales
La determinacion se llevo a cabo mediante la metodologia descrita por Singleton et

al., (1999), a microescala, utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau.
Se realizé una curva de calibracién de acido galico con diferentes concentraciones.

En cada pocillo se agregaron 25 pL de extracto de la muestra, 25 pL de reactivo de
Folin-Ciocalteau (1:1 en agua destilada) y 200 pL de agua, se incubd durante 5
minutos a 40° C en agitacion constante y cubierto de la luz. Posteriormente, se
afadieron 25 pL de NaCOs al 10 %. Se dej6é incubando nuevamente durante 30

mins. A 40° C, cubierto de la luz y en agitacion constante.

Finalmente, se realiz6 la medicién a 760 nm y los resultados se expresaron como

mg eg. de acido galico (GAE) por g de muestra.

V.2.3.2.3 Flavonoides totales
La determinacion de flavonoides totales se llevé a cabo mediante un ensayo
espectrofotométrico, se expresaran en mg equivalentes de rutina por gramo de

muestra (mg eq. / g). Se utilizé la metodologia descrita por Oomah et al. (2005).

Se realiz6 una curva de calibracion de rutina de 0 a 50 pg/mL. Para la determinacién
de los flavonoides, se colocaron 50 pL de extracto metandlico, 180 uL de metanol y
20 pL de 2-aminoetildifenilborato 1% en una placa de 96 pocillos. El blanco fue 250

puL de metanol; las muestras se analizaron a una absorbancia de 404 nm.
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V.2.3.2.4 Taninos condensados

La determinacion de taninos condensados se llevé a cabo mediante un ensayo
espectrofotométrico, se expresaron en mg de equivalentes de (+)-catequina por
gramo de muestra. Se utilizé la metodologia descrita por Deshpande & Cheryan

(1985, 1987), con adecuaciones por Feregrino-Pérez et al. (2008).

Se realizd una curva de calibracion de (+)-catequina de 0 a 1 mg/mL. Para la
determinacion de taninos condensados en la muestra, se colocaron en una placa
de 96 pocillos, 50 pL de extracto metandlico y 200 pL de reactivo vanilina 1%-HCI
8% (1:1). El blanco fue 250 uL de metanol y el control 50 pL de extracto metandlico
(muestra) y 200 pL de HCI 4%. Las muestras se analizaron a una absorbancia de
495 y 540 nm.

V.2.3.3 Cuantificacion de compuestos fenélicos por HPLC-DAD
El extracto de metanol se obtuvo de acuerdo al proceso de Cardador-Martinez et al.
(2002).

Los compuestos fendlicos fueron analizados de acuerdo a la metodologia de
Sanchez-Quezada et al. (2023). Se realizé un analisis HPLC-DAD, en un equipo
HPLC Agilent Serie 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.), con una
columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 250 mm, 5 um). La columna fue controlada
termostaticamente a 35+0.6°C y la tasa de flujo serda de 1mL/min. La fase mévil
consistié de dos solventes. Solvente A: agua ajustada con 1% de &cido férmico.
Solvente B: acetonitrilo. Se llevo a cabo un gradiente lineal de la siguiente manera:
80 — 83 % del solvente A se retuvo durante 7 minutos, 83 — 60 % se retuvo durante
5 minutos, 60 — 50 % durante 1 minuto y 50 — 85 % durante 2 minutos. La deteccién
se llevo a cabo a 280 nm con una velocidad de adquisicion de 1 s. Se inyectaron 20
uL de muestra y se realizo el ensayo por duplicado. Para la cuantificacion, se utilizé
el método de estandares externos con estandares comerciales de (+)-catequina,

guercetina, vanilina, acido elagico, caféico, ferdlico, gélico, clorogénico y sinapico.
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V.2.3.4 Capacidad antioxidante
Para la determinacion de la capacidad antioxidante de la barra de avena-frijol, se
utilizé el extracto metandlico que contiene los compuestos fendlicos de la misma 'y

se cuantific6 mediante dos métodos, ABTS y DPPH.

V.2.3.4.1 Método ABTS

La determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS se realizo
espectrofotométricamente,  utilizando el radical acido 2,2-acino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), y se expres6 como actividad antirradical
(ARA) y ug equivalentes de Trolox (TEAC). Se utiliz6 la metodologia descrita por
Nenadis et al. (2004).

Se prepard una solucién de ABTS (5 mL de ABTS 7 mM y 88 uL de persulfato de
sodio 140 mM) y se almaceno protegida de la luz durante 16 horas.

Se realiz6 una curva de calibracion de Trolox de 0 a 5 mM. Para la determinacion
de la capacidad antioxidante, se colocaron, en una placa de 96 pocillos, 20 uL del
extracto metandlico y 230 pL de solucién ABTS. La solucion con el radical fue diluida
con etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0.7 £ 0.5, a una longitud de onda de
734 nm. Las muestras fueron analizadas a una absorbancia de 734 nm en tiempos
de 0, 10, 30, 60, 90 y 120 minutos.

V.2.3.4.2 Método DPPH

La determinacion de capacidad antioxidante por método DPPH, se realizo
espectrofotométricamente, utilizando el radical 1, 1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH), y
se expres6 como g de equivalentes de Trolox (TEAC). Se utilizé la metodologia
descrita por Fukumoto & Mazza (2000).

Se realiz6 una curva de calibracion de Trolox de 0 a 5 mM. Para la determinacion
de capacidad antioxidante de la muestra, se colocaron, en una placa con 96 pocillos,
20 pL del extracto metandlico y 230 uL de la solucién de DPPH (150 uM).
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Las muestras se analizaron a una absorbancia de 520 nm en tiempos 0, 10, 30, 60,
90 y 120 minutos.

V.2.3.4.3 Método FRAP

La determinacion de capacidad antioxidante por método FRAP, se midio
espectrofotométricamente, mediante la metodologia descrita por Benzie & Strain
(1996), adaptaba a la microescala. El método consiste en la reduccion del ion Fe3*
a Fe?*, mediante el acomplejamiento con TPTZ, pasando de un color cobrizo a azul.

Se colocaron 25 uL de muestra en cada pocillo y se afiadieron 175 pL de la solucién
de trabajo FRAP. Finalmente, se llevo a cabo la medicién a 595 nm. Los resultados
se expresaron como pmol eq. de Trolox/g de muestra (TEAC).

V.2.4 Extraccion y cuantificacion de oligosacaridos
Los oligosacaridos fueron extraidos de las barras de acuerdo al procedimiento

reportado por Smiricky et al (2002).

Se homogeneizé 1 g de harina de barra de frijol comin y avena con agua
desionizada y se coloc6 en bafio Maria a 80 °C durante 60 minutos. Transcurrido el
tiempo, la muestra se transfirié a un matraz volumétrico de 250 mL y se afor6 a este

volumen, posteriormente, se filtré la muestra para su analisis HPLC.

Se realiz6 un analisis HPLC-RID. La columna fue controlada termostaticamente a
35+0.6°C y la tasa de flujo fue de ImL/min. Como fase mavil, se utilizé agua ajustada
con 50% de acetonitrilo a 1.00 mL/min (Muzquiz et al., 1999). Las curvas estandares

se determinaron utilizando rafinosa, estaquiosa y verbascosa.

V.2.5 Digestion gastrointestinal in vitro
Para la digestion gastrointestinal in vitro de la barra de avena-frijol, se empled la

metodologia descrita por Minekus et al. (2014) con algunas modificaciones.

Se prepararon soluciones que simulan fluidos digestivos [fluido géastrico simulado
(FGS) y fluido intestinal simulado (FIS)], a partir de soluciones electroliticas,
enzimas, cloruro de calcio y agua, de acuerdo al Cuadro 11.
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Cuadro 11. Concentraciones electroliticas en FGS y FIS.

FGS FIS
Componente mmol / L mmol / L
K* 7.8 7.6
Na* 72.2 123.4
CI 70.2 55.5
H2PO4 0.9 0.8
HCO3, CO3* 255 85
Mg?* 0.1 0.33
NH4* 1.0 -
Ca?* 0.15 0.6

FGS = fluido gastrico, FIS = fluido intestinal. (Modificado de Minekus et al., 2014).

Para la fase oral, se recolecto saliva de voluntarios sanos, tomando enjuagues
bucales con 5 mL de agua destilada, y colocandolos en vasos con otros 5 mL de
agua destilada, esto se repitid 4 veces por voluntario. Se triturd la muestra en una
procesadora de alimentos eléctrica. Posteriormente, se adicion6 saliva de los
donadores, hasta obtener una consistencia pastosa, teniendo una relacion muestra-

saliva de 50:50 (w/v). Después, la muestra se incub6 a 37 °C durante 2 minutos.

Para la fase géstrica, 5 partes del bolo alimenticio se mezclaron con 4 partes de
FGS, hasta obtener una relacion 50:50 (v/v) después de la adicion de agua y otros
componentes. Se afiadié pepsina porcina (2000 U/mL), posteriormente, se afiadio
CaClz, hasta alcanzar una concentraciéon de 0.075 mM. Se ajust6 el pH a 2.0
adicionando HCI 1M. Finalmente, se afiadi6 agua destilada necesaria para alcanzar

la dilucion. Finalmente, se incub6 a 37 °C durante 2 h, en agitacién constante.

Para la fase intestinal, 5 partes de quimo gastrico se mezclaron con 4 partes de FIS
hasta obtener una relacion 50:50 (v/v) después de la adicion de agua destilada y
otros componentes. Se afiadi6 NaOH 1 M para neutralizar pH hasta 7.0.

Posteriormente, se adiciond pancreatina porcina (100 U/mL) y sales biliares hasta
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una concentracion de 10 mM. se afiadio CaClz en la mezcla digestiva final, hasta

una concentracion 0.3 mM. Finalmente, se incub6 a 37 °C durante 2 h.

V.2.6 Fermentacién col6nica

Se utilizé el método de fermentacidn colbénica propuesta por Campos-Vega et al.,
(2009), para estimar el efecto de la fraccion no digerida de la barra de avena y frijol
dentro del colon. Para este ensayo se requirid de la donacion de materia fecal de
un individuo sano, el cual fue un hombre de 27 afios, con un IMC de 21.9, quien no
presentd cuadros de enfermedades gastrointestinales y afirmé no haber usado
antibiotico en los 3 meses previos al ensayo, que ley6 y firmé un documento de
consentimiento informado, el cual se encuentra en la seccion de Anexos de este
documento. El voluntario dond la primera evacuacion del dia, la coloc6 en un tubo
estéril para su posterior uso. Este ensayo se realizo de acuerdo a la Declaracién de
Helsinki, la Ley General de Salud y las pautas de CIOMS. Este ensayo se realizo
con materia fecal humana, ya que la microbiota de esta se encarga de la
fermentacién de la fraccion no digerible de los alimentos; este ensayo servio para
evaluar la produccion de acidos grasos de cadena corta a partir de la fraccion no
digerible de la barra nutritiva, estos teniendo posibles efectos positivos para la salud.
El estudio no presenta ningun tipo de riesgo para los voluntarios. De acuerdo a la
NOM-087-ECOL-SSA-2002, los residuos biolégicos se colocaron en bolsas de
polietileno con un calibre minimo de 300, etiguetadas con la siguiente leyenda,
“Residuo bioldgico peligroso”, las bolsas deben ser impermeables y con un
contenido de metales pesados no mas de una parte por millén y libres de cloro;
también se marcaron con el signo universal de residuo bioldgico peligroso con la
leyenda, “Residuos bioldgicos peligrosos e infecciosos”. Ademas, los residuos
fueron esterilizados a 40 °C durante 20 minutos para garantizar la eliminacion de
organismos patdgenos. Las bolsas se sellaron sin ser llenadas a mas del 80% de
su capacidad total, se anoto el peso y se mantuvieron en congelacion hasta que se

llevé a cabo la recoleccién con los proveedores autorizados.
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La fermentacion se llevo a cabo en termo bafo a 37 °C. Se utiliz6 rafinosa como
azucar fermentable control, bajo las mismas condiciones. El indculo de materia fecal
se preparo con materia fecal donada por un individuo sano, que no hubo consumido
antibioticos por al menos 3 meses y que no tenia historial de enfermedades

gastrointestinales.

Se utilizaron tubos estériles de 15 mL, a los cuales se adicionaron 9 mL de medio
de cultivo basal, el cual consisti6 de concentraciones (g/L): 2 agua peptonada, 2
extracto de levadura, 0.1 NaCl, 0.04 K2HPO4, 0.04 KH2PO4, 0.01 MgSO4-7H20, 0.01
CaClz2:2H20, 2 NaHCOgs, 0.5 cisteina-HCI, 0.5 sales biliares, 2 mL tween 80y 0.2 g
hematina (diluida en 5 mL NaOH). Los tubos cerrados se mantuvieron en una
camara con H2:CO2:N2 (10:10:80), en volumen) durante 24 h.

Las soluciones de materia fecal se prepararon homogeneizando 2 g de materia fecal
fresca con 18 mL de solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.0. A
los tubos con medio de cultivo se les afiadi6 1 mL de solucién de materia fecal,

posteriormente, se adicionaron 100 mg de polisacaridos.

Las muestras fueron agitadas en voértex durante 30 segundos y se colocaron en
termo bafio a 37 °C. El pH y produccion de AGCC se midieron alas 0, 6, 12y 24 h.

La fermentacién fue detenida colocando los tubos en un congelador a -70 °C.

V.2.7 Cuantificacion de &cidos grasos de cadena corta

Los tubos de fermentacion coldnica utilizados anteriormente, se descongelaron
rapidamente en agua tibia. Se tom6 una muestra de 1.5 mL y se centrifugd (Hermle
Z 323 K, Hermlelabortechnik GmbH, Wehingen, Alemania) a 4500 rpm durante 15
minutos a 4 °C; 800 pL del sobrenadante se transfirieron a un tubo de 8 mL y se
ajusto el pH a 2.9 — 3.1 adicionando HCI 1 M; 750 pL de la muestra se colocé en un
vaso de precipitados y se afiadieron 120 uL de acido férmico. Una alicuota (1.5 uL)
del sobrenadante se cargaron en el puerto de inyeccion de un HPLC-FID (Agilent
Technologies Wilmington, Del., E.U) y se separ6 en una columna Carbowax 20 M

(25 m x 320 um x 0.30 um). Se utilizé helio como gas acarreador con una tasa de
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flujo de 1.0 mL/min. La temperatura inicial se mantuvo a 95 °C durante 2 minutos y
luego, se aumentd con una tasa de 20 °C/min hasta 180 °C. La temperatura del
detector de ionizacién de llama (FID) y del puerto de inyeccién fue de 240°C y 200
°C, respectivamente. Las tasas de flujo de hidrégeno, aire y nitrdgeno fueron 30,
300y 20 mL/min, respectivamente. Los estandares utilizados para cuantificar AGCC

en las mezclas de fermentacion fueron acido aceético, propionico y butirico.

V.2.8 Medicién de bioaccesibilidad

El célculo de bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y oligosacaridos durante
la digestion gastrointestinal y fermentacion colénica in vitro fue llevado a cabo de
acuerdo a D’Antuono, et al., (2015). A partir de las concentraciones obtenidas en la
determinacién de compuestos fendlicos y oligosacaridos, se emple6 la siguiente

ecuacion para la determinacién de bioaccesibilidad, en porcentaje:

. o Co — Cf
Bioaccesibilidad (%) = . X 100
f
Donde Co son las concentraciones iniciales de los compuestos fendlicos u
oligosacaridos en un periodo de incubacion especifico (estbmago, intestino delgado
y colon) y Ct la concentracion final de los compuestos en el mismo periodo de

incubacion.

V.2.9 Determinacion de inhibicion enzimatica de a-amilasa
La determinacion de la inhibicion enzimatica de a-amilasa se llevé a cabo utilizando

la metodologia propuesta por Apostolidis et al. (2007).

Se utilizo solucion pancreatica porcina de a-amilasa tipo 1V B (13 U/mL disuelta en
250 pL de solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.02 M) y se mezcl6 con 250
uL de muestra, la cual consistio tanto en un extracto de compuestos fendlicos, como
de fibra dietaria extraida de la barra de frijol comun cocido y avena o de control
positivo (acarbosa 1 mM) durante 10 minutos a 25 °C. Posteriormente, se
adicionaron 250 pL de solucién de almidon de papa (1% de solucion de almidoén

disuelta en solucién amortiguadora de fosfato de sodio, llevada a ebullicién durante
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10 — 15 minutos) y se incub6 durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se
afiadieron 0.5 mL de acido dinitrosalicilico y se llevé a ebullicion a 92 °C durante 5
minutos y se diluyé con 5 mL de agua destilada. Finalmente, se medié la
absorbancia a 520 nm y los resultados, en porcentaje, se expresaron como la

inhibicion contra el control positivo.

V.2.10 Determinacién de inhibicion enzimatica de a-glucosidasa
Para la determinacion de la inhibicion enzimatica de a-glucosidasa, se empleé la

metodologia propuesta por Apostolidis et al. (2007).

La muestra, la cual consistié tanto en un extracto de compuestos fendélicos, como
de fibra dietaria extraida de la barra de frijol comun cocido y avena (50 pL) y el
control positivo (50 uL de acarbosa), se mezclaron con 100 uL de solucién de a-
glucosidasa (1U/mL disuelta en solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M,
pH = 6.9) y se incubaron a 25 °C durante 10 minutos en una placa con 96 pocillos.
Posteriormente, se afiadieron 50 pL de p-nitrofenil-alfa-D-glucopirandsido (5 mM,
disuelto en solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M, pH = 6.9) y se incubd
a 22 °C durante 5 minutos. La absorbancia se medi6 a 405 nm y los resultados se

expresaron como el porcentaje de inhibicién (%) contra el control positivo.

V.2.11 Determinacién de inhibicion enzimatica de lipasa pancreéatica
Para la determinacién de inhibicion enzimatica de lipasa pancreatica, se utilizo la

metodologia propuesta por Shimura et al., (1992).

Se mezclaron 0.1 g de muestra, la cual consisti6 tanto en un extracto de compuestos
fendlicos, como de fibra dietaria extraida de la barra de frijol comdn cocido y avena
o de control positivo (aceite de oliva) con 2 mL de aceite de oliva, 10 mL de solucién
amortiguadora de fosfato PBS (0.1 M, pH = 7.2) y 2 mL de solucién de lipasa
pancreatica (0.75 mg/mL) y se incubaron en termo bafio a 37 °C durante 1 h.
Posteriormente, las soluciones se colocaron en agua hirviendo a 92 °C para detener

la reaccion. Los acidos grasos liberados se cuantificaron con una titulacion con
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hidroxido de sodio 0.05 M. La inhibicion enzimatica se expresé contra el control

positivo.

V.2.12 Anélisis estadistico
Para las determinaciones nutrimentales y nutracéuticas, los resultados fueron
expresados como la media + desviacion estandar. Se realizoé una prueba ANOVA 'y

la diferencia entre medias se analizé por la prueba estadistica Tukey con < 0.05
Los experimentos se llevaron a cabo en triplicado.

El software que se utilizé es R Studio version 4.2.2.

VI. Resultados y Discusiones

VI.1 Caracterizacion quimica

Debido a que la materia prima utilizada para la elaboracion de las barras puede
presentar variabilidad en su composicion nutricional y de compuestos bioactivos, ya
gue las condiciones ambientales en el cultivo y cosecha pueden afectar en la calidad
de estas, fue necesario realizar caracterizaciones proximales y nutraceuticas de la
materia prima principal de las barras (frijol comln y avena), asi como de las barras,

esto para medir la variabilidad respecto a los estudios publicados con anterioridad.

VI.1.1 Caracterizacion proximal
En el Cuadro 12 se muestra la caracterizacion proximal y porcentaje de fibra dietaria

de las harinas de frijol comdn cocido, avena y la barra de frijol-avena.

Los resultados obtenidos para la harina de frijol comun variedad Bayo cocido, son
similares a lo reportado por Trevifio-Mejia et al en 2016, quienes caracterizaron
harina de frijol comun Bayo Madero, en donde las principales diferencias entre lo
reportado en su estudio y este proyecto se encuentran en el contenido de FDT, FDI
y FDS.

En cuanto a la harina de avena, los resultados obtenidos son similares a lo reportado

por Gomez-Palomares en 2012 y por Alemayehu et al. en 2023. Estando los valores
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reportados en este proyecto, dentro del limite de valores reportados con

anterioridad.

En cuanto a la barra de frijol y avena, los resultados obtenidos en estos
experimentos son comparables con los obtenidos anteriormente por Ramirez-
Gonzalez en 2018 y Ramirez-Jiménez en 2015 y 2022, quienes trabajaron con la
barra de frijol y avena. El contenido de humedad, cenizas, lipidos, proteinas y
carbohidratos fueron de 3.60 + 0.02, 2.69 + 0.06, 8.03 £ 0.38, 16.76 + 0.85 y 68.90
+ 0.93 respectivamente, estando todos en los rangos de valores reportados con

anterioridad por ambos autores.

Las diferencias en la composicién proximal que se obtuvieron a partir de este
proyecto, pueden estar dadas a la variacion genética para la produccion de
polisacéaridos de los cultivares del frijol y la avena, a factores ambientales como la
disponibilidad de agua y nutrientes en el suelo, al estado de madurez de los granos
en la cosecha o al tiempo de almacenamiento de los mismos, ya que en este
proyecto, la materia prima se obtuvo de manera comercial en mercados de la ciudad

de Querétaro y se desconocen todos los factores listados anteriormente.

En cuanto a la relacion de la composicion proximal de las harinas de frijol comun y
avena con la barra, existe una mayor similitud entre la harina de frijol y la barra, esto
puede deberse a que el frijol es el componente mayoritario de la misma,

proporcionando valores similares.

Finalmente, es importante resaltar el contenido proteico y de fibra dietaria de la
barra, ya que, de acuerdo con la NOM-051-SCFI/SSAL, la cual indica que el
consumo diario recomendado de fibra dietaria es de 27 — 30 g y de proteinas de 40
— 60 g en adultos. Teniendo en cuanta que la recomendacién del consumo diario de
la barra es de 50 g de esta, equivale a aproximadamente 8.5 g de proteinasy 10.5

g de fibra dietaria.
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Cuadro 12. Composicion quimica proximal de una barra de frijol comun y
avenay sus componentes principales.

Muestra

HF HA HB
Proteina 18.83 +0.19 9.43+0.24 16.76 + 0.85
Lipidos 1.38+0.21 8.72+0.31 8.03 + 0.38
Humedad 7.22+0.08 10.05 £ 0.06 3.60 +0.02
Cenizas 3.91+0.11 1.38 £0.09 2.69 +£0.06
Carbohidratos? 68.66 + 0.31 70.42 £0.41 68.90 = 0.93
FDT? 27.71 +0.32 13.09 +0.18 30.63 £0.24
FDI® 24.62+0.42 8.72+0.12 27.49 +0.23
FDS3 3.09+0.08 437 +0.14 3.14 + 0.06

HF: Harina de frijol comdn cocido. HA: Harina de avena. HB:Harina de barra de frijol y
avena- FDT: Fibra dietaria total. FDI: Fibra dietaria insoluble. FDS: Fibra dietaria soluble.
Los resultados se expresan como la media * la desviacion estandar de tres experimentos
independientes. *Todos los resultados se expresan en porcentaje (%).

! Los carbohidratos calculan a partir de la diferencia de los componentes.

2La fibra dietaria total se obtiene a partir de la sumatoria de FDI y FDS.

3La FDI y FDS se reportan en base al contenido de carbohidratos de cada muestra.

VI.1.2 Caracterizacion nutraceutica
En el Cuadro 13 se muestra la composicién de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante de las harina de frijol comun Bayo cocido, avenay barra de frijol-avena.

Para la harina de frijol comun variedad Bayo cocido, el contenido de fenoles totales
fue de 8.82 £ 0.35 mg GAE/ g muestra, en cuanto a flavonoides totales se obtuvieron
0.59 £ 0.18 mg RE/ g de muestra y para taninos condensados se obtuvieron 7.91 +
0.28 mg QE/ g muestra, datos que se encuentran dentro del rango de valores
reportados por el grupo de trabajo (Gémez-Palomares, 2012; Ramirez-Jiménez,
2015; Ramirez-Gonzélez, 2018). El contenido de taninos condensados es mayor
que de flavonoides, ya que estos son los compuestos fendélicos que se encuentran

de manera mayoritaria en leguminosas.
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En cuanto a la harina de avena, el contenido de compuestos fendlicos totales fue
de 1.3 £ 0.16 mg GAE/ g de muestra, de flavonoides totales 0.87 £ 0.13 mg RE/ g
muestra y de taninos condensados 0.01 + 0.02 mg QE/ g muestra, valores que se
encuentran de acuerdo a lo reportado por Alemayehu et al. (2023) y de acuerdo a
resultados obtenidos en el grupo de trabajo (Gomez-Palomares, 2012), quienes
reportaron contenido de fenoles totales de 0.75 — 1.60 GAE/ g de muestra, de

flavonoides totales reportaron 0.5 — 1.14 RE/g de muestra.

En ambos casos, la diferencia encontrada en los valores presentados, comparado
con lo reportado con anterioridad, puede deberse al uso de granos de frijol obtenidos
de forma comercial en mercados locales, ademas, las condiciones climéticas en el
cultivo y cosecha de los granos pudieron afectar también a la sintesis de

compuestos fendlicos en la planta.

Para la barra de frijol y avena, se obtuvieron valores similares a los reportados por
Ramirez-Gonzalez (2018) y Ramirez-Jiménez et al., (2022), quienes trabajaron con
este producto, los valores obtenidos para fenoles totales fueron de 9.42 + 0.24 mg
GAE/ g de muestra, para flavonoides totales de 0.67 + 0.11 mg RE/ g de muestra y
para taninos condensados de 7.57 £ 0.32 mg QE/ g de muestra. Estos valores son
similares a los obtenidos para la harina de frijol comln cocido, lo que tiene sentido,
ya que es el ingrediente mayoritario en la barra. Sin embargo, se observa un
aumento en el contenido de fenoles totales y de flavonoides, mientras que los
taninos condensados disminuyen, el aumento en fenoles totales puede deberse a
una sobreestimacion de este valor debido a que la técnica utilizada puede tomar
algunos azucares reductores como parte de los fenoles totales, y estas pueden venir
de la harina de avena utilizada para la elaboracion de la barra. Del mismo modo, los
flavonoides presentes en la avena pueden haber incrementado ligeramente el
contenido de estos compuestos en la barra. En cuanto a los taninos condensados,
la disminucién que se observa contra la harina de frijol comdn cocido, puede

deberse al horneado, el cual es un tratamiento térmico posterior al cocido y secado
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de la harina de frijol, lo que podria afectar a la cantidad de compuestos fendlicos por

degradacion térmica.

Referente a la capacidad antioxidante, la cual fue determinada contra radicales
libres: ABTS y DPPH, con la harina de frijol coman cocido, harina de avena y barra
de frijol y avena, los valores obtenidos difieren a lo reportado por Ramirez-Jiménez
et al., (2022), quienes reportaron una capacidad de 9.54 + 0.13 mM eq. de Trolox
contra radical ABTS y 6.17 + 0.21 mM eq. de Trolox contra DPPH. La disminucion
en la capacidad antioxidante reportadas en el presente proyecto, pueden deberse
al menor contenido de compuestos fendlicos en comparaciéon a lo reportado
anteriormente, ya que este esta directamente relacionado a la capacidad
antioxidante de los alimentos. En cuanto a la diferencia entre la capacidad
antioxidante ABTS y DPPH, como era de esperarse, se obtuvo una mayor
capacidad antioxidante contra ABTS, esto es porque este radical es afin a
antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos, por su solubilidad tanto en medios acuosos
como organicos, mientras que el DPPH solo es afin a antioxidantes hidrofilicos, ya

gue solo es soluble en matrices polares (Wotosiak et al., 2022).
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Cuadro 13. Concentracion de fenoles totales, flavonoides, taninos
condensados y capacidad antioxidante de radical ABTS y DPPH de una barra
de frijol comun y avena y sus componentes principales.

Muestra
HF HA HB
Fenoles totales? 8.82+0.35 1.3+0.16 9.42+0.24
Flavonoides? 0.59+0.18 0.87 +£0.13 0.67+0.11
Taninos

7.91+0.28 0.01 +£0.02 7.57 £0.32

condensados?®
TEAC ABTS* 6.93+0.21 570£0.21 7.61£0.15
TEAC DPPH* 4.41+0.17 3.35+0.05 4.32+0.16

Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar de tres experimentos
independientes. HF: Harina de frijol comun cocido. HA: Harina de avena. HB: Harina de
barra de frijol y avena.

! mg Eq. de acido gélico/g de muestra.

2 mg Eq. de rutina/g de muestra.

3 mg Eqg. de (+)-catequina/g de muestra.

4 TEAC: Capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox (mM eq. de Trolox/g de muestra

VI.1.2.1 Contenido de compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD.
En el Cuadro 14 se muestra el contenido de compuestos fendlicos presentes en una

barra de frijol comun y avena analizados por HPLC-DAD.

Los compuestos con mayor presencia en esta barra fueron: epicatequina, acido
clorogénico y é&cido cumarico, en el extracto acuoso; en cuanto al extracto
metandlico, los de mayor concentracion fueron: epicatequina, (+)-catequina, acido
cumarico y acido clorogénico. En el extracto acuoso se detectaron mayor numero
de compuestos fendlicos (acido benzoico, shiquimico y epigalocatiquina galato),
esto podria atribuirse a la solubilidad en agua de estos compuestos, teniendo una
mayor afinidad por solventes polares debido a los grupos funcionales presentes en
las moléculas, mientras que los demas compuestos, se encontraron en cantidades

similares en ambos extractos.
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Si bien, existen diferencias entre los resultados obtenidos en este estudio,
comparado con lo reportado por otros autores (Ramirez-Jiménez et al., 2022), esto
puede atribuirse a la cosecha de frijol utilizado, ya que cada cultivar puede presentar
diferencias genéticas y ademas, diferentes condiciones de ambientales.

Cuadro 14. Concentracion de compuestos fendlicos de una barra de Frijol
comun y Avena, obtenidos a partir de HPLC-DAD.

Extracto
Compuesto
Agua Metanol
Acido Dihidroxibenzéico 2.18 + 0.352 0.97 + 0.04°
Acido Benzoico 5.30+1.112 DLD*
Acido Shiquimico 7.87 +£0.812 DLD*»
(+)-Catequina 9.10 + 1.57° 10.53£0.432
Acido Dihidroxicinamico 3.53 + 0.052 2.76 + 0.19b
Epicatequina 28.43 £0.472 27.18 £0.312
Epigalocatequina galato 8.67 £0.782 DLD*
Acido Galico 8.72 £0.192 6.63 £ 0.86°
Acido Hidroxifenil acético DLD* DLD*
Acido Siringico DLD* DLD*
Acido Cumérico 19.53 + 0.342 19.63 + 0.422
Acido Ferulico DLD* DLD*
Acido Sin&pico DLD* DLD*
Acido Clorogénico 18.69 £ 0.912 8.80 £ 0.29°

Todos los resultados se expresan en ug/g de muestra. Se realizaron tres réplicas para cada
medicion (extraccion en agua, extraccion en metanol). Los resultados se expresan en ug/g
de muestra. La medicién se realiz6 a longitud de onda de 280 nm en HPLC-DAD, utilizando
estandares de los compuestos mostrados en el cuadro. DLD*: Debajo del limite de
deteccién. Letras minasculas representan diferencias significativas (p < 0.05).

VI.2 Digestion gastrointestinal in vitro

A partir de la digestion gastrointestinal in vitro de la harina de la barra de frijol comun
cocido y avena, se obtuvieron extractos de las diferentes fases de digestion (oral,
gastrica e intestinal), y estos se analizaron mediante HPLC-DAD para cuantificar
compuestos fendlicos, y se realizaron ensayos de capacidad antioxidante con las

mismas.

57



VI.2.1 Bioaccesibilidad de compuestos fendélicos de las fases de digestion in
vitro de la barra de frijol comun cocido y avena

El Cuadro 15 muestra el contenido de compuestos fenodlicos después de cada etapa
de digestion gastrointestinal in vitro de la barra de frijol comun cocido y avena y la

bioaccesibilidad en las mismas etapas.

Se cuantificaron compuestos fendlicos presentes en cada una de las etapas de
digestion in vitro, en donde se observd, de manera general, un incremento en la

bioaccesibilidad de los compuestos a lo largo de las diferentes etapas.

Los compuestos fendlicos principales encontrados en este ensayo, fueron acido
gdlico, ferulico, cumaérico, clorogénico y la catequina, sin embargo, se cuantificaron

otros compuestos.

En cuanto al acido gdlico, este se encontr6 en todas las etapas de digestion.
Primeramente, en la fase de la boca, se observd un decremento en su
bioaccesibilidad, posteriormente, en las etapas de estomago e intestino delgado,
hubo un incremento en esta. Este comportamiento puede deberse a la unién con
compuestos liberados en la fase oral, para posteriormente ser liberado de la matriz
por accion de enzimas y pH en la etapa gastrica e intestinal, asi como lo reporto
Islas-Gomez et al. (2015). Finalmente, a los 60 minutos de la etapa intestinal, se
observd un decremento en la bioaccesibilidad del acido galico, esto posiblemente
debido a que es un compuesto inestable a pH alcalino, como se tiene un el intestino
(Mosele et al., 2015).

En cuanto al &cido ferdlico y cumarico, ambos son derivados del acido
dihidroxicinamico, por lo cual tienen un comportamiento similar en la digestion. En
primera instancia, aumenta su bioaccesibilidad en la etapa oral, para posteriormente
quedar por debajo del limite de deteccién en la etapa gastrica y, finalmente,
aumentar la bioaccesibilidad en la etapa intestinal. Este comportamiento es similar
a lo reportado por Luzardo-Ocampo (2016) y Rondini et al. (2004), quienes

observaron que el acido ferdlico, en condiciones gastricas, tiende a formar
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complejos con la matriz alimentaria, disminuyendo la posibilidad de su
cuantificacion. En la etapa intestinal, sin embargo, observaron una liberacion

prolongada, debida principalmente, a la actividad de las enzimas pancreaticas.

Para el acido clorogénico, se observé un incremento inicial en la bioaccesibilidad en
la etapa oral. En la etapa gastrica, estuvo debajo del limite de deteccion en la etapa
géastrica y su bioaccesibilidad increment6 nuevamente en la etapa de intestino
delgado. Este comportamiento sugiere una liberacién de la matriz a partir de la
accion de la amilasa salival, mientras que en el estdbmago, tanto el pH, como
enzimas encontradas en el medio, hidrolizan el enlace éster de la molécula, dando
paso a la formacion de &cido cafeico y quinico (Jakobek et al., 2024). Finalmente,
en el intestino delgado, hay un incremento inicial en la bioaccesibilidad, derivado de
la liberacion de la matriz alimentaria por las enzimas y pH del medio, sin embargo,
se ha reportado que este compuesto es inestable a pH alcalino y tiende a formar
complejos con moléculas en el medio, por lo cual su bioaccesibilidad disminuye en
los tiempos posteriores en intestino (Friedman & Jurgens, 2000; Jakobek et al.,
2024).

En lo referente a la catequina muestra un incremento de bioaccesibilidad hasta la
etapa gastrica y posteriormente, decae en la etapa intestinal. Se ha reportado que
la catequina es resistente a los fluidos gastricos, por lo cual puede ser liberada de
la matriz sin sufrir degradacion en la etapa estomacal (Rios et al., 2002). En la etapa
de intestino delgado, se ha reportado que la catequina tiende a oxidarse, quedando
en una isoforma no cuantificable por el equipo utilizado y por eso se ve disminuida

su bioaccesibilidad en esta etapa (Friedman & Jurgens, 2000).
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Cuadro 15. Contenido de compuestos fendlicos en cada etapa de digestion in vitro de una barra de frijol comun y avena por

HPLC-DAD y su bioaccesibilidad.

Estandar EM Boca Estomago Intestino 15 Intestino 30 Intestino 160
. ) ) 0.97 +£0.04¢ 1.65 + 0.02P 2.42 £0.162
Dihidroxibenzoico DLD DLD DLD
(100) (169.81) (249.70)
Shiquimico DLD 19.75 +0.184 38.92 +2.11¢ 96.33 +2.82° 96.35 + 0.97° 277.58 +£7.102
o o ) 2.78 £0.19¢ 6.43 £ 0.492 5.32+0.57° 5.01 + 0.06° 5.74 + 0.052b
Dihidroxicinamico DLD
(100) (231.59) (191.72) (180.43) (206.91)
Gl 6.63 +0.27¢ 3.69 £ 0.86° 7.43 £0.48¢ 9.53 + 0.85° 13.54 + 0.342 9.57 + 0.47°
alico
(100) (55.62) (112) (143.68) (204.12) (144.22)
Hidroxifenil acetico DLD 6.47 £ 0.332 3.42£0.72° DLD 4.24 +0.08P DLD
Siringico DLD DLD DLD DLD DLD 4.63 +0.012
] 19.53 + 0.34° 21.29 £0.072 19.39 + 0.04° 19.39 + 0.03°
Cumarico DLD DLD
(100) (108.48) (98.80) (98.76)
) 50.45 + 0.27° 51.64 + 0.092 48.43 +0.15¢ 48.40 +0.02¢
Ferulico DLD DLD
(100) (102.35) (95.99) (95.94)
] 19.69 £ 0.91¢ 23.82 +0.72b 38.10 £ 1.012 14.08 + 1.19¢ 10.01 £ 0.02¢
Clorogénico DLD
(100) (120.97) (193.51) (71.49) (50.85)
Cateaui 10.53 £ 1.58¢ 16.64 + 0.01° 27.35+1.312 11.57 £ 0.06¢ 9.76 £ 0.34¢ 11.43 £0.12¢
atequina
a (100) (158.07) (259.77) (109.88) (92.73) (108.53)
28.43 £ 0.472 11.16 +0.24° 6.73 £ 0.33¢ 6.57 +0.04¢ 7.07 £0.01¢
Epicatequina DLD
(100) (41.05) (24.75) (24.17) (26)
Epigalocatequina galato DLD 9.63 £ 0.042 DLD DLD DLD 7.70 £ 0.03°

Los resultados se expresan como la media + la desviacién estandar de tres experimentos independientes en pg/g de muestra. EA: Extracto acuoso de la barra de
frijol comun y avena. Entre paréntesis se muestra el porcentaje de bioaccesibilidad. Letras mindsculas representan diferencias significativas entre etapas (p < 0.05).
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VI.2.2 Capacidad antioxidante de cada una de las fases de digestion in vitro
de la barra de frijol comun y avena

El Cuadro 16 muestra la capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH, ABTS
y FRAP de la barra de frijol comun cocido y avena, después de las tres etapas de

digestion gastrointestinal in vitro.

Los resultados obtenidos presentan un comportamiento similar a lo reportado con
anterioridad por Campos-Vega et al. (2015) y Luzardo-Ocampo et al., (2017),
quienes observaron que la capacidad antioxidante mediante ABTS y DPPH,
después de las etapas de digestion in vitro, tuvo un ligero aumento en contraste con
la obtenida para el extracto metandlico de la muestra antes de digerir, teniendo un
aumento gradual desde la etapa oral hasta el minuto 30 de la etapa de intestino
delgado, la cual presentd los valores mas altos, para después decaer un poco en el
minuto 60 de esta misma etapa.

En esta investigacion también se tiene un incremento gradual conforme avanzan las
etapas de la digestion, hasta llegar al minuto 60 de intestino delgado, en donde
decaen los valores ligeramente, los valores mas altos reportados para cada método
fueron de 8.81 + 0.10, 15.02 + 0.24, 6.54 + 0.20, para DPPH, ABTS y FRAP,
respectivamente. Esto puede deberse a la liberacién de compuestos fendlicos de la
barra, mediante la accion litica de las enzimas presentes en cada una de las etapas
de digestion, teniendo una mayor concentracion de estas en el intestino delgado, lo
gue provoca que los compuestos fendlicos sean liberados de la matriz y asi se
facilite su absorcion en el organismo. Campos-Vega et al., (2015) informaron que
la liberacibn de compuestos con capacidad antioxidante, principalmente
compuestos fendlicos de la matriz alimentaria se da principalmente en intestino
delgado. En cuanto a la disminucién de capacidad antioxidante en las Gltimas etapas
de intestino delgado, pueden deberse a que algunos compuestos fendlicos
liberados de la matriz alimentaria, no fueron capaces de atravesar la membrana de

celulosa, la cual se utilizé para simular a la mucosa intestinal, que se encarga de la
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absorcion de nutrientes y compuestos bioactivos, pasando directamente al colon,
donde pueden ser aprovechadas por la microbiota intestinal (Saura-Calixto et al.,
2007).

Finalmente, en la fermentacion colonica, los valores obtenidos tienen un
comportamiento de disminucion del tiempo 0 a las 6 horas de fermentacion, para
luego disminuir nuevamente a las 12 horas y finalmente, incrementar un poco a las
24 horas, esto es similar a lo reportado por Campos-Vega et al., (2015), quienes
informaron este comportamiento para café usado. Luzardo-Ocampo et al., (2017),
reportaron un comportamiento similar para una botana elaborada con harina de
maiz y de frijol comun. Este puede deberse a que algunos compuestos fendlicos no
pueden atravesar la membrana intestinal y se quedan unidos a la fracciébn no
digerible del alimento, siendo posteriormente fermentados por las bacterias
colonicas para producir compuestos con capacidad antioxidante (Saura-Calixto et
al., 2007).
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Cuadro 16. Capacidad antioxidante mediante ABTS, DPPH y FRAP de una
barra de frijol comun y avena, después de cada etapa de digestién in vitro.

Capacidad Antioxidante

Muestra DPPH ABTS FRAP

EmM? 4.32+0.16! 7.61+0.15f 3.15+0.26 k
Bocal 8.61 + 0.45 d 13.64 +0.22b 5.11+0.11™"
Estébmago? 8.58 + 0.20 % 14.04 +0.19 b 5.79+0.32"
Intestinal 15 8.81+0.10¢ 14.84 £0.10 2 5.86 + 0.16 9"
Intestinal30?! 8.61 +0.16 % 15.02+£0.24 2 6.54+£0.20°¢
Intestinal60 8.49 £0.13 % 13.87 £0.14 " 6.16 + 0.35 9"
co?! 8.46 + 0.22 d 13.65+0.19b 6.12 +0.23 9"
C6? 8.33 + 0.12 def 12.59+£0.16 ¢ 499 +0.19
C12?1 8.04 +0.18 ¢f 12.23+£0.26 ¢ 473+0.11'"
C24 8.23 +0.13 def 12.25+£0.28° 478 +0.321

Los resultados se expresan como la media + la desviacién estandar de tres experimentos
independientes. EM: Extracto metandlico de la barra de frijol comin y avena. 115: Etapa
intestinal a los 15 min. 130: Etapa intestinal a los 30 min. 160: Etapa intestinal a los 60 min.
CO: Fermentacion colonica a las 0 h. C6: Fermentacion colonica a las 6 h. Cl12:
Fermentacion colonica a las 12 h. C24: Fermentacion colbnica a las 24 h.

! Capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox (mM eq. de Trolox/g de muestra.
Letras minUsculas representan diferencias significativas (p < 0.05).

VI.2.3 Cuantificacion y bioaccesibilidad de oligosacaridos de una barra de
frijol comun cocido y avena, mediante HPLC-RID.

El Cuadro 17 muestra la cuantificacion y bioaccesibilidad de oligosacéaridos de una
barra de frijol comun cocido y avena después de las etaas de digestidn in vitro.

Los oligosacéridos de la familia de la rafinosa no pueden ser hidrolizados por los
humanos, ya que carecemos de a-galactosidasa, por lo tanto, no deberian sufrir
cambios significativos a lo largo del tracto gastrointestinal, por lo menos hasta la
etapa col6nica, donde estos oligosacaridos son metabolizados por algunas

bacterias de la microbiota (Bhatia et al., 2020).

Sin embargo, en este trabajo se pudieron observar diferencias en cuanto a la

cuantificacion de rafinosa y estaquiosa durante la digestién in vitro, teniendo un
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aumento significativo de la bioaccesibilidad de la rafinosa en boca (496.76 %),
estdbmago (1263.27 %) e intestino (381 %); para la estaquiosa se tuvo un incremento
en la bioaccesibilidad en boca (159 %), en estdmago no se pudo cuantificar debido
a que habia otro compuesto no identificado en los cromatogramas obtenidos, por lo
gue no se podia saber con certeza cuanta estaquiosa se tenia, y en intestino, la

bioaccesibilidad disminuyo6 (27.52 %), lo cual, en teoria, no deberia suceder.

A pesar de esto, los resultados obtenidos muestran un comportamiento similar a lo
reportado por Celada-Martinez (2017), quien cuantifico oligosacaridos de frijol
comun variedad Bayo Madero, en las diferentes etapas de digestion y observé un
incremento de rafinosa en boca y estbmago, en comparacién con la muestra sin

digerir, mientras que en intestino report6 valores menores a los de la fase gastrica.

Por otra parte, Luzardo-Ocampo et al. (2017), reportaron valores de estaquiosa mas
bajos en los tiempos de 30 y 120 mins. de intestino delgado, en comparacion con la
muestra sin digerir. Si bien en este estudio los valores de estaquiosa se tomaron a
los 60 mins. podria sugerirse que existe un comportamiento similar al reportado con

anterioridad.

No obstante, es importante resaltar que las diferencias encontradas en los

resultados pueden deberse al tipo de matriz alimentaria compleja que se utilizé.
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Cuadro 17. Contenido de rafinosa y estaquiosa en las diferentes etapas de
digestion in vitro de una barra de frijol comun cocido y avena.

Oligosacérido (mg/qg)

Etapa
Rafinosa Estaquiosa
sin digerir 1.91 +0.58 ¢ 37.17+7.34°
9 (100) (100)
Boca 9.50+2.55P 59.14+1.332
(496.76) (159)
. 24.17 £5.79 2
Estomago (1263.27) DLD
Intestino 60 mins 7.38° 10.23+0.20°
(381) (27.52)

Todos los resultados se expresan como la media *+ desviacion estandar de dos
experimentos independientes. Letras minusculas representan diferencias significativas (p <
0.05). Entre paréntesis se muestra la bioaccesibilidad en % de los oligosacaridos en cada
etapa de digestion.

VI.3 Fermentacién colonica in vitro
El Cuadro 18 muestra el cambio de pH en los diferentes tiempos de fermentacion
coldnica de la fraccion no digerible de la barra de frijol comun cocido y avena.

Los valores de pH disminuyeron a medida que paso el tiempo de fermentacion,
desde las 0 h — 12 h para la FND de la harina de la barra de frijol comdn y avena, lo
cual va acorde a lo reportado por autores como Campos-Vega et al. (2009), quienes
reportaron una disminucién de pH de 6.84 £ 0.03 a 6.23 + 0.02 en frijol Bayo,
después de la fermentacion colonica, y Luzardo-Ocampo (2016), quien reportdé una
disminucion de 6.54 + 0.02 a 5.44 + 0.52 en un totopo elaborado con harina de maiz
y frijol comun. En cuanto al control positivo de (+)-rafinosa, la disminucién de pH es
mayor y estos datos se encunetran en el intervalo reportado por Campo-Vega et al.,
(2009) y Luzardo-Ocampo et al., (2017). Las variaciones en la disminucién de pH,
pueden darse por la naturaleza de los polisacéaridos fermentados por la microbiota,
en donde a mayor contenido de a-galactésidos, mas pronunciada sera la
disminucién de pH, por lo cual la rafinosa tiene una disminucién mayor a la muestra

(Campos-Vega et al., 2009). Esta disminucion de pH, es un biomarcador indirecto
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de fermentacién colonica, lo cual indica una posible producciéon de AGCC (Farmer
et al.,, 2014). Es importante que el pH disminuya, ya que asi se favorece el
crecimiento de las bacterias acido-lacticas del colon, las cuales pueden competir
contra patdgenos por nutrientes y, por lo tanto, disminuyen el riesgo a enfermedades
(Fusco et al., 2022).

Cuadro 18. Cambio de pH después de diferentes tiempos de fermentacion
colénicain vitro de una barra de frijol comdn cocido y avena.

pH

Muestra
Oh 6 h 12 h 24 h

control  767+006%  451:018% 430+027% 412+019%

Blanco 7.44+008C  7.01+0.06% 7.15+0.04C® 7.025+0.14 CP

FND 6.94 + 0.09 Ba 6.53+0.118 6.09+0.1658  6.12+0.118b

Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar de dos experimentos
independientes. Las mediciones de pH se llevaron a cabo a las 0, 6, 12 y 24 horas. FND:
Fraccién no digerible de la barra de frijol comun cocido y avena. Utilizando como control (+)
rafinosa y blanco de solucion simulada de intestino. Las letras mayusculas representan
diferencias significativas entre columnas (muestras); letras minUsculas representan
diferencias significativas entre filas (tiempo) (p < 0.05).

VI.3.1 Produccion de AGCC a partir de la FND de una barra de frijol comuan
cocido y avena

El Cuadro 19 muestra la produccién de acido acético, propionico y butirico a partir

de la FND de una barra de frijol coman cocido y avena en diferentes tiempos de

fermentacion coldnica.
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La FND de la barra, obtenida después de la simulacién del tracto digestivo, fue
sometida a una simulacion de fermentacién coldnica. En esta etapa, la microbiota
tiene como funcién la degradacion de macromoléculas como carbohidratos, lipidos
y proteinas de esta fraccion, ademds, contribuye a la biotransformacion de
compuestos bioactivos de una matriz; sin embargo, estas funciones dependen de la

calidad de la microbiota (Portincasa et al., 2022).

Como era de esperarse el control de rafinosa presentd una mayor produccién de
AGCC en todos los tiempos de fermentacion, que la FND de la barra, siendo el &cido
acético el mayoritario, seguido del propionico y finalmente, el butirico. Asimismo, la
produccion de estos &cidos grasos incrementé conforme avanzo el tiempo de
fermentacién, pasando de 24.63 mM a las 6 horas, hasta 78.46 mM en las 24 horas.
Estos resultados concuerdan con lo reportado anteriormente por autores diferentes
(Campos-Vega et al., 2009; Luzardo-Ocampo, 2016). Ademas, otros estudios han
demostrado que el &cido acético es el que se produce de forma mayoritaria en la
fermentacion coldnica (Rios-Covian et al., 2016).

En cuanto a la FND de la barra de frijol comin y avena, se observdé un
comportamiento similar, en donde el AGCC mas abundante en todos los tiempos de
fermentacién fue el acético, seguido del propidnico y butirico. Sin embargo, las
proporciones obtenidas difieren con lo reportado por Campos-Vega et al., (2009),
en donde usaron diferentes variedades de frijol, en donde el frijol Bayo Madero,
obtuvo una proporcién molar de 64:16:20, de acido acético, propiénico y butirico,
respectivamente, mientras que en este estudio, las relaciones fueron 52:29:19.
Estas diferencias pueden estar dadas debido a que se utilizO una matriz mas
compleja, la cual contenia avena y a que el in6éculo de microbiota utilizado es

diferente.

Los efectos en la salud relacionados a la produccién de AGCC se han reportado en
la literatura. Se conoce que estos acidos, especialmente el acético, tienen la
capacidad de reducir el pH en el medio, lo que promueve la inhibicion de crecimiento

microbiano patdgeno, ademas, el acético se puede transformar en acetil-CoA,
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brindando una funcion en el transporte de energia (Moffett et al., 2020; Xie et al.,
2023).

En cuanto al acido propidnico, tiene la capacidad de reducir triglicéridos en el
organismo, inhibiendo la lipogénesis, ademas, mejora la sensibilidad a insulina
(Weitkunat et al., 2016). El acido butirico, promueve la diferenciacion de células
intestinales, promueve la apoptosis de células cancerigenas, aumenta la expresion
de mucinas y mantiene saludables a los colonocitos (Banasiewicz et al., 2020).

Cuadro 19. Produccién de acidos grasos de cadena corta a partir de lafraccion
no digerible de una barra de frijol comun cocido y avena.

Relacio

FND Ac. acético Ac. propionico  Ac. butirico  AGCC Totales
n molar

6h 5.22+1.70 B¢ 1.59 + 0.36 B° 3.12+0.24 82 9.95+0.778  53:16:31

12 h 7.68 + 0.58 BP 1.72£0.21 8 2.91+0.228 1232+1.018 62:14:24

24 h 8.33+0.34 B2 4.58 +0.24 B2 3.04+0.288 1597 +0.878% 52:29:19

Rafinosa

6h 11.52 + 0.45 #° 7.84+0.32%¢ 526 £0.27%° 24.63+1.05%° 47:32:21

12h 19.58 +1.02 4 17.75+0.607 7.05+0.45%° 44.40+2.08"° 44:40:16

24h 35.71+214% 34.28+1.63% 8.47+0.96" 78.46+4.74" 46:44:10

Los resultados se expresan como la media * la desviacién estandar de dos experimentos independientes.Las
unidades son mM/g de muestra. La cuantificacion de AGCC se llevé a cabo a las 0, 6, 12 y 24 horas. FND:
Fraccion no digerible de la barra de frijol coman cocido y avena. Las letras mayuUsculas representan diferencias
significativas entre columnas (muestras); letras minusculas representan diferencias significativas entre filas
(tiempo) (p < 0.05).
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VI.4 Inhibicién de enzimas a-amilasa, a-glucosidasay lipasa pancreética

El Cuadro 20 muestra la inhibicion de las enzimas digestivas a-amilasa, a-
glucosidasa y lipasa pancreética, por accion del extracto de compuestos fendlicos
de la harina de la barra de frijol comun cocido y avena; y por una fraccion de fibra

dietaria después de la sonicacion de la misma.

En la actualidad, el uso de fitoquimicos para inhibir enzimas digestivas esté teniendo
un auge, ya que esta capacidad disminuye la absorcion de carbohidratos y lipidos
al organismo, reduciendo el riesgo a padecer algunas enfermedades como diabetes

mellitus tipo Il y dislipidemias (Peddio et al., 2022).

El extracto metanolico de compuestos fendlicos de la barra de frijol comin cocido y
avena presentd una inhibicién del 14.44 + 1.26 % contra a-amilasa, lo cual se
encuentra debajo del rango obtenido por Mojica et al., (2015), quienes obtuvieron
rangos desde 25.8 — 74.2 % con diferentes variedades de P. vulgaris; sin embargo,
para el ensayo usaron frijol comun sin ningln tratamiento, mientras que para el
presente ensayo, se utilizé una barra de frijol comun cocido y avena, la cual tuvo
tres tratamientos térmicos anteriores, lo que pudo reducir el contenido de
compuestos fendlicos en la misma, lo que va de acuerdo a Wainaina et al., (2021),
quienes mencionan que los tratamientos térmicos tienden a disminuir el contenido

de polifenoles en frijol comun.

Asimismo, en cuanto a la inhibicion de a-glucosidasa, los valores obtenidos fueron
18.29 + 1.31 %, valores que también se encuentran por debajo de lo reportado por
Mojica et al., (2015), en donde el rango obtenido por ellos fue de 20.8 — 82.5 % para
diferentes variedades de frijol comuan, lo cual puede deberse tanto al procesamiento
térmico como a la variedad de frijol usada en este proyecto, de acuerdo a Herrera
et al., (2021), quienes observaron diferencias en inhibicion de enzimas digestivas
de acuerdo al recubrimiento y condiciones ambientales en diferentes cultivares de

frijol comun.
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En cuanto a la inhibicién de lipasa pancreética, se obtuvieron valores de 53.46 *
3.84 % de inhibicion utilizando el extracto metandlico de compuestos fendlicos libres
de la harina de la barra de frijol comun cocido y avena. Estos datos, se encuentran
dentro del intervalo reportado por Chaturvedi & Gupta (2021), quienes reportaron
inhibicion de lipasa pancreética con diferentes variantes de P. vulgaris desde 29.2
% - 58.3 % con extractos metandlicos de compuestos fendlicos libres; asimismo,
Irondi et al., (2019), reportaron una inhibicion de lipasa pancreatica de 53.04 + 4.13
—59.46 + 5.02 utilizando diferentes leguminosas. Estos valores van de acuerdo a
Escobedo et al., (2021), quienes mencionaron que los compuestos polifendlicos del
frijol coman, actian como inhibidores de lipasa pancreética. Sin embargo, las
diferencias entre lo reportado, pueden deberse a los péptidos bioactivos de la
variedad de frijol, esto de acuerdo a lo reportado por Ngoh et al., (2017), quienes
observaron que algunas variedades de P. vulgaris como el frijol Pinto, presentaron
una mayor inhibicion enzimatica en relacién con sus péptidos, ademas de la
inclusién de la avena en la formulacién, ya que, de acuerdo con Esfandi et al. (2022),
los péptidos de la avena tienen capacidad inhibitoria contra la lipasa pancreatica,
mostrando una inhibicién del 50% con una concentracion de péptidos de 85.4 + 3.4
UM,

En cuanto a la fibra dietaria, la inhibicion contra a-amilasa y a-glucosidasa fue de
8.03 £ 1.04 y 5.33 + 0.84 %, respectivamente, sin embargo, no hay reportes en la
literatura sobre el uso de fibra dietaria de frijol comun en la inhibicion de enzimas
digestivas. En este ensayo, la solubilidad de la fibra dietaria fue limitada, por lo que
la inhibicibn mostrada no puede atribuirse con certeza a la misma. Lo que puede
indicar que la inhibicion obtenida pudo deberse a los compuestos fenélicos u otros
bioactivos ligados a la fibra dietaria extraida de la barra, los cuales pudieron

solubilizarse en el medio y se acoplaron a los sitios activos de las enzimas.

70



Cuadro 20. Porcentaje de inhibicion de a-amilasa, a-glucosidasa y lipasa
pancreética a partir de extracto de compuestos fendlicos libres y fibra dietaria
de harina de barra de frijol comun y avena.

Inhibicion enzimatica (%)

) _ Lipasa
Muestra a-amilasa a-glucosidasa pancreatica
Control 84.12+1.26 2 65.92+0.94 2 81.41 +2.2372
CF 14.44 +0.88 P 18.29+1.31°b 53.46 +3.84 P
FD 8.03x1.04°¢ 533+£0.84°¢ 21.15+5.77°¢

Los resultados se expresan como la media * la desviacién estandar de tres experimentos
independientes. Como control (+) para los experimentos con a-amilasa y a-glucosidasa, se
usG acarbosa, para lipasa pancredtica, se usé control (+) de orlistat. CF: Compuestos
fendlicos. FD: Fibra dietaria. Todos los resultados se expresan como porcentaje (%). Letras
mindsculas representan diferencias significativas entre columnas (muestras) (p < 0.05).

A partir de los resultados obtenidos, se puede sugerir que el consumo de la barra
de frijol comun cocido y avena tiene un efecto en la reduccion de absorcién de las
enzimas anteriores, reduciendo la actividad hidrolitica de carbohidratos a
oligosacaridos de la a-amilasa, de oligosacaridos a glucosa de la a-glucosidasa y la
hidrélisis de triglicéridos a acidos grasos libres causada por la lipasa pancreatica
(Herrera et al., 2021).
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VII. Conclusion

Este proyecto demostr6 que la digestion gastrointestinal libera compuestos
bioactivos en cada una de las etapas de digestion (desde la boca hasta el intestino),
incrementando la bioaccesibilidad de algunos de estos, en diferentes etapas por
accion enzimatica o quimica (pH). Esta liberacion puede sugerir una proteccion
contra estrés oxidativo, tanto en los tejidos del tracto digestivo, por la liberacién de
compuestos en los mismos, como sistémica, por la absorcién de estos compuestos

en el intestino.

Ademas, se observé que la FND de la barra fue fermentada por bacterias coldnicas,
presentando la sintesis de AGCC, los cuales han reportado tener efectos benéficos
para la salud, ayudando a mantener un pH adecuado para la proliferacién de la
microbiota, fungiendo como fuente de energia para colonocitos, disminucién de

colesterol en plasma y en la proteccion contra el cancer de colon.

Finalmente, los compuestos bioactivos de la barra demostraron su potencial
funcional por la actividad inhibitoria de enzimas relacionadas al metabolismo de
carbohidratos y lipidos. Lo cual es un indicador de que este producto es una
alternativa saludable a otros productos que se consumen como refrigerios en el

pais.
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IX. Anexos
Anexo 1: Consentimiento informado para la participacion en la investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica

“Carta de consentimiento informado para participar en el proyecto de

investigacion”

Titulo del protocolo:
“Efecto de la digestién in vitro de una barra de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

y avena (Avena sativa) sobre sus compuestos bioactivos y enzimas digestivas”

Directora de proyecto: Dra. Ma Guadalupe Flavia Loarca Pifia
Lugar de realizacion del estudio: Departamento de Investigacion y Posgrado de

Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autbnoma de Querétaro.

INVITACION

Se le invita a participar en este estudio de investigacion. Antes de decidir si desea
participar o no, debe conocer y comprender todos los siguientes apartados. A esto
se le conoce como consentimiento informado. Por favor, siéntase con toda libertad
de hacer preguntas sobre cualquier aspecto que le ayude a elucidar dudas e
inquietudes que tenga al respecto.

Cuando haya comprendido en su totalidad el objetivo del estudio y si quiere
participar, se le pedird que lea y firme esta forma de consentimiento informado. Se

le hara la entrega de una copia fechada y firmada de esta.
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1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En la actualidad, en México las principales causas de mortalidad en la poblacién en
general, son: enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus. La divulgacion de
informacion sobre los factores de riesgo y la busqueda de medidas de prevencion
para este tipo de enfermedades es de vital importancia.

Una de las estrategias para la prevencion es el consumo de alimentos funcionales,
los cuales, por sus compuestos bioactivos, como lo son la fibra dietaria y
compuestos fendlicos, tienen efectos sobre el metabolismo de carbohidratos y
lipidos, disminuyendo la absorcion de los mismos, reduciendo el riesgo de padecer
enfermedades como la diabetes mellitus y dislipidemias.

Alimentos con estas caracteristicas son la avena y el frijol comun, siendo la primera
un cereal cuyo consumo va al alza por sus compuestos bioactivos, como los beta-
glucanos y compuestos fenolicos, mientras que el frijol comun es la leguminosa mas
consumida en el pais, siendo la principal fuente de proteinas no animales en la dieta
de los mexicanos, ademas de su buena cantidad de compuestos bioactivos.

Al combinar ambos alimentos, se pueden producir refrigerios funcionales atractivos
para los consumidores, lo que conlleva a mejores habitos alimenticios y una mejor

salud en la poblacion.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

e Evaluar el efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre los compuestos
bioactivos de una barra de frijol comun (P. vulgaris) y avena (A. sativa) y la
actividad bioldgica de estos en la inhibicién de enzimas digestivas (a-amilasa,
a-glucosidasa, lipasa pancreatica).

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO
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Este estudio permitird conocer el potencial preventivo de enfermedades como
diabetes mellitus y cardiacas de una barra preparada a partir de avena y frijol
comun, asi como el efecto de sus compuestos bioactivos en la salud

gastrointestinal.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
Si acepta la participacion en el estudio, usted deberéa seguir los siguientes pasos:

1. Un dia antes del ensayo, tendra que asistir en la hora sefialada al laboratorio
de Bioquimica Toxicoldgica del Posgrado de Alimentos de la Facultad de
Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro. Se le entregara un vaso
estéril para muestra en donde debera colectar su primera evacuacion del dia 'y

traerla al laboratorio sefialado anteriormente.

5. ACLARACIONES

e La decision de la participacion en el estudio es totalmente voluntaria.

¢ No existird ninguna consecuencia desfavorable para su persona, en caso de
no aceptar la participacion.

e Sidecide participar en el estudio tendra la opcion de retirarse en el momento
gue usted desee, aun cuando el investigador responsable no se lo solicite,
pudiendo informar o no, las razones de su decision, la cual sera respetada
en su totalidad.

¢ No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

¢ No recibira ningan beneficio econémico por su participacion.

e En el transcurso del estudio tiene el derecho de solicitar informacion
actualizada sobre el mismo, al investigador responsable.

e Encaso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,

se le proporcionara el cuidado médico apropiado, siempre y cuando estos
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efectos sean consecuencia de su participacion en el estudio, previamente
valorado por personal médico.

e La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada voluntario, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

e Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que

forma parte de este documento.

6. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion o desea la opinién de otra
persona fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.
En caso de que tenga cualquier pregunta acerca del proyecto o en caso de una

emergencia, llame al nimero 461 201 5062, con el Ing. Juan Carlos Jiménez Oliver.

7. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la

informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio
de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de

consentimiento.
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Firma del participante

Fecha de la firma

Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha
He explicado al Sr(a). la naturaleza y los

propésitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios
que implica su participacién. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacién con seres humanos y me

apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
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8. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del protocolo:

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha de la firma
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Anexo 2: Dictamen del Comité de Bioética de la UAQ.

UNIVERSIDAD AUTQNOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA

C.U., Querdtaro, mayo 29, 2024
Mo. de oficio. CBQ24/072

Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifia
Investigadora responsable

Juan Carlos Jiménez Oliver
Estudiante responsable

Dra. Rocio Campos Vega

Dra. Sandra Olimpia Mendoza Diaz
Dra. Aurea Karina Ramirez Jiménez
Dra. Montserrat Hernandez Iturriaga
Colaboradores

El protocolo de investigacion titulado “Efecto de la digestion in vitro de una barra
de frijol comin (Phaseolus vulgaris L) y avena (Avena sativa) sobre sus
compuestos bioactivos y enzimas digestivas™ sometido a evaluacion por parte
del Comité de Bioética de la Facultad de Quimica involucra la participacion de
sujetos humanos. Las caracteristicas del disefio del protocolo de investigacion son
resumidas a confinuacion:

Tipo de estudio Toma de muestra bioldgica sin intervencion
Poblacion de estudio Adulos sanos
Tamafio de muestra 2 individuos
Reclutamiento Mediante careles
Aviso de reclutamiento Incluido
Tipo de intervencion Mo aplica
Duracion del estudio 5-10 min
Variables de medicion Mo aplica
Manejo de RPBI De acuerdo a la norma
Toma de muestra biologica Heces
Porsonal capachacdo para No apica
Riesgos a los participantes Sin riesgo
Atencion médica No aplica

:
-4
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Lv.  UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

3 FACULTAD DE QUIMICA
d 3 )
"
Consentimiento informado Incluido
Revocacion del .
consentimiento informado Incluido

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacién con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
biolégicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacién titulado “Efecto de la digestion in vitro de una barra
de frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) y avena (Avena sativa) sobre sus
compuestos bioactivos y enzimas digestivas”, del cual Usted es responsable,
fue evaluado con una resoluciéon de aprobado en lo referente a los aspectos
bioéticos del proyecto.

Cabe mencionar que ningln integrante del Comité declaré conflicto de interés para
la evaluacion del protocolo de investigacion. Sin mas por el momento, quedamos a
sus ordenes para cualquier duda o aclaracion.

Iza'Fe a Pérez Ramirez

Presidente

Comité de Bioética de la Facultad de Quimica
Universidad Auténoma de Querétaro
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