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RESUMEN

Tortillas elaboradas con mezclas de maiz, leguminosas y pseudocereales
presentan una fuente de compuestos bioactivos vy fibra, los cuales favorecen el
crecimiento de bacterias benéficas de la microbiota intestinal. Por otro lado, la
extrusion es una alternativa para la preparacion de tortillas, mejora el contenido de
los compuestos nutricionales y fitoquimicos. Por lo tanto, el objetivo del proyecto
es determinar el efecto del consumo de tortillas en el control del peso corporal y su
asociacion con la microbiota de ratas alimentadas con dieta hipercaldrica. Se
determind en las tortillas un analisis proximal y perfil fitoquimico usando UPLC-
PDA-ESI-QqQ MS/MS. Posteriormente, se realizdé un estudio de prevencion de la
ganancia de peso corporal en ratas alimentadas con dieta hipercalérica (DAGF) y
suplementada con tortillas al 13% (maiz blanco nixtamalizado (MBN), maiz azul
extrudido (MAE), MAE-frijol (70:30), MAE-amaranto (70:30) y MAE-chia (75:25).
Después, se realizaron estudios metagendmicos para identificar poblaciones
bacterianas en heces. Las tortilla MAE-chia present6 un 46 % mas de proteina, 22
% de fibra total y 68 % de compuestos fendlicos extraibles comparado con MAE.
El consumo de tortilla MAE- frijol mostré una menor ganancia de peso (6 %) y una
disminucién de triglicéridos séricos (9 %) en comparacion con la DAGF. Por otro
lado, el consumo de tortillas MAE-chia y MAE-amaranto presentaron mayores
niveles de resistencia a insulina comparado con DAGF en un 52 % y 60 %,
respectivamente. Los animales alimentados con tortillas de MAE y sus mezclas
mostraron una mejor composicion de los filos Firmicutes/Bacteroidetes. Sin
embargo, la alfa y beta diversidad no mostraron cambios comparados con el grupo
alimentado con DAGF. Las tortillas de MAE-frijol o pseudocereales, a pesar de su
mayor contenido de compuestos fendlicos y fibra, no presentan mejores beneficios
a la salud relacionados con obesidad, comparado con las tortillas de MAE.

Palabras clave: Obesidad, microbiota intestinal, tortillas, maiz, frijol, chia,
amaranto.



ABSTRACT

Tortillas made with mixtures of corn, legumes and pseudocereals are a source of
bioactive compounds and fiber, which could favor the growth of beneficial bacteria
of the intestinal microbiota. On the other hand, extrusion is an alternative for the
preparation of tortillas that enhances the content of nutritional and phytochemical
compounds. Therefore, the purpose was to determine the effect of the tortilla
consumption in body weight control and its association with the microbiota of rats
fed with hypercaloric diet. The tortillas were characterized, including a proximal
analysis and phytochemical profile wusing UPLC-PDA-ESI-QqQ MS/MS.
Subsequently, a study of prevention of body weight was carried out in Wistar rats
fed with diet high in fat and fructose (HFFD) and supplemented with tortillas at 13
% (white nixtamalized corn (WNC), extruded blue corn (EBC), EBC-extruded bean
(70:30), extruded MAE-amaranth (70:30) and extruded MAE-chia (75:25). After,
metagenomic studies were performed to identify bacterial populations in fecal
samples. The tortilla ECB-chia presented 46 % more protein, 22 % total fiber and
68 % of extractable phenolic compounds compared to ECB. The consumption of
tortilla ECB-beans showed a lower weight gain (6%) and decrease in serum
triglycerides (9%), compared to the HFFD. While the groups fed with ECB-chia and
ECB-amaranth presented higher levels of resistance to insulin compared to DAGF
by 52 % and 60 %, respectively. Animals fed with ECB and their mixtures showed
a better composition of the Firmicutes/Bacteroidetes phyla. However, the alpha
and beta diversity did not show changes compared to the DAGF-fed group.
Tortillas MAE-beans or pseudocereals extruded, despite their higher content of
phenolic compounds and fiber, do not present better health benefits related to
obesity, compared to blue corn tortillas.

Keywords: Obesity, intestinal microbiota, tortillas, corn, beans, chia, amaranth.

Vi



INDICE

RESUMEN . ..ottt oo et et s e ettt e e e e tt e e e eeta e e aeesaaaaees v
A B S T R A T it oottt e ettt e e et et bbb e e e e e e eraaa s Vi
1. INTRODUCCION......couiitiitieeieee ettt ettt ete ettt te st eteetesteare e e eaeareaneenes 1
2. ANTECEDENTES. ... ottt e e e e e e e e 3
2.1 OBESIOAU. ...ttt 3
2.2. Microbiota INTESHING ..........ccoiiiiiiii 3

2.2.1. Microbiota intestinal y su asociacion con componentes dietarios saludables .... 5

P2 B B 1= = W= Y] 1= (o o 6
2.3.1.MAIZ (ZEAMAYS L.) eriiiiii it 6
2.3.2. Amaranto (AmMaranthus SP.) .....coooiiiiiiiiiii 8
2.3.3 Chia (Salvia hiSPANICA) ........ccuuuiiiii e 9
2.3.4. Frijol tepari (Phaseolus acutifolius)............ccooviiiiiiiiiiiiiiiii 10
2.3.5. Tortilla y su asociacién con el control de la obesidad...............ccccoooeiiiiiiinnnnnnn. 13
2.3.6. Tortillas adicionadas con granos o semillas y elaboradas por el proceso de
EXETUSION .. 14

TN 1§ 1S = 07X [0 ] 16
4. OBJIETIVOS . ....ceeeeiieeee ettt e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e s s st teeaeaaeeeeaannsstanenaaaeeeaaanns 17
N @ oTT=1 1Y o Yo =T aT=T - | PRSPPI 17
4.2. ObJetiVOS ESPECITICOS. . .iiii ittt 17
5. MATERIALES Y METODOS ......coeiieiecieete ettt ettt eaeate e eae e aneaneaneas 17

5.1 Elaboracién de las tortillas y proceso de extruSion .............oooccveerieeeeeeeniiiiiiiieeeeenns 17

5.2. Cuantificacion de fibra dietaria total, soluble e insoluble.........c..ccovvvviiiiiiiii, 19

5.3. Determinacion de compuestos fenolicos totalesS ..............uuvvvuviereiriiiiiiiiiiiiiiieiinnnnnn, 19
5.3.1 Extraccién de compuestos fendlicos extraibles.........cccooooviiiiiiiiiiieccinn, 19
5.3.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales ..............ccccevvvvvvviviiiiiiiicicenn, 20
5.3.3 Cuantificacion de flavonoides totales ..........cccuuvveiiiiiieiiiiiiie e 20
5.3.4 Cuantificacion de antoCianinas.............ccuvviiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 21
5.3.5 Extraccion y cuantificacion de proantocianidinas no extraibles (NEPA) ........... 21
5.3.6 Identificacién de compuestos polifenoles extraibles de las tortillas por medio de
UPLC-PDA-ESI-QQQ MS-MS. ...ttt ettt ettt 22

5.4. Evaluacion in vivo del efecto de la tortilla sobre el control de la obesidad ............. 22

5.5 Determinaciones en suero de ratas experimentales ................eeeeevveeeeiiieiiiiiiiiniin. 25

5.6. Determinacion de microbiota iNteStiNal ................euuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie. 25
5.6.1. Extraccion de ADN Y SECUENCIACION..........ciiuuiiiiiiiiee et 25

vii



5.6.2. AnAliSiS MetagenOMICO .......cceeveieieeiieeeeee e 26

I Y g = 1R S =Ty =T 1S 1o o N 27
6. RESULTADOS Y DISCUSIONES.......cotiiiiiiiiiiiiiie e e e e ettt a e e st a e e e e e e e nnnnees 27
6.1. Contenido proximal y fitoquimico de las tortillas en estudio.............c.cccvvvvvvriiinennnns 27
6.2. Caracterizacion de &cidos fendlicos y flavonoides extraibles en las diferentes
OIS €N ESTUAIO ..o 30
6.3. Evaluacion in vivo de las diferentes tortillas en eStudio ...............eevvveveiiiiiiiiniiinnnnn. 33

6.4. Determinacién de lipidos en suero y resistencia a insulina de los animales

alimentados con las diferentes tortillas en estudio..........coeeevviiiiiiiin i 35
6.5. Consumo de fibra y compuestos fendlicos de los animales alimentados con las
diferentes tortillas €N ESTUIO .......c.ie e ettt e eeeneen 38
6.6 Determinacion de la microbiota intestinal en los animales alimentados con las
(0] g 11| = TR ] A1) LU o L[ IR 40
7.0 CONCLUSIONES ... et e e e 43
8.0 BIblOGIafia.......cceiieeeiiiiee e e 45

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Contenido proximal de tortillas elaboradas con harinas extruidas de
maiz azul y adicionadas con chia, amaranto y frijol ...............ccccoeiiiiiiiii e, 28
Cuadro 2. Contenido de fibra total, soluble e insoluble en tortillas elaboradas con
harinas extruidas de maiz azul y adicionadas con chia, amaranto y frijol ............. 29
Cuadro 3. Cuantificacion de compuestos fendlicos extraibles y no extraibles en

tortillas de harinas extruidas de maiz azul y adicionadas con chia, amaranto y frijol

Cuadro 4. Contenido de acidos fendlicos y flavonoides en tortillas de harinas
extruidas de maiz azul y adicionadas con chia, amaranto y frijol.......................... 32
Cuadro 5. Determinacién de lipidos en suero de ratas alimentadas con una dieta
suplementada con las diferentes tortillas ..., 36
Cuadro 6. Determinacion de resistencia a insulina de ratas alimentadas con una

dieta suplementada con las diferentes tortillas...........ccccooeeeiiiiiiiiiiiii e, 37

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Dietas altas en grasas y carbohidratos y su relacién con la microbiota
(=153 1] = R SRSRPPPRPRR 4
Figura 2. Ganancia del peso corporal de animales alimentados con una dieta
suplementada con tortillas elaboradas con harinas extruidas de maiz y
adicionadas con pseudocereales y frijol extruidos. ...........ccccvvvviiiiiiiieeeeeeeeeiin, 34
Figura 3. Consumo semanal de kilocalorias de los animales alimentados con una
dieta suplementada con las diferentes tortillas. ...........ccoooeeeiiiiiiiiiiii, 34
Figura 4. Porcentaje de almiddn disponible presente en las diferentes tortillas en
BSTUTIO. oo 38
Figura 5. Consumo semanal de compuestos fendlicos (a) y fibra dietaria (b) de los
animales alimentados con una dieta suplementada con las diferentes tortillas..... 39
Figura 6. Abundancia relativa de la composicion de la microbiota intestinal de
ratas alimentadas con las diferentes tortillas. ...........cccccuvvmiiimiiiiiiiiii, 41
Figura 7. Alfa diversidad medida con el método Chaol referente a la riqueza
bacteriana de cada grupo alimentado con las diferentes tortillas. ......................... 42
Figura 8. Determinacion de la beta diversidad medida el método Chaol referente

a la riqueza bacteriana de cada grupo alimentado con las diferentes tortillas. ..... 43



1. INTRODUCCION

La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa y ésta
tiene una etiologia compleja donde participan varios factores, siendo uno de ellos,
la microbiota intestinal (Cuevas-Sierraet al., 2019). La microbiota de una persona
obesa presenta menor cantidad del filo Bacteroidetes y mas del filo Firmicutes que
las personas con normopeso, y esto se relaciona con la ingesta elevada de grasas
y carbohidratos (Amabebe et al., 2020). Por otra parte, se ha demostrado que el
consumo de alimentos ricos en fibra y en otros compuestos fitoquimicos mejoran
el perfil bacteriano; por lo tanto, los habitos dietéticos pueden restablecer la

microbiota intestinal (Cuevas-Sierra et al., 2019; Kasprzak-Drozd et al., 2021).

La tortilla elaborada con maiz blanco nixtamalizado se considera uno de los
principales alimentos de la dieta del mexicano y ésta es una fuente importante de
energia para la poblacion. Contiene compuestos con beneficios a la salud como
los carotenoides y compuestos fendlicos (Garcia-Chavez et al., 2020). Mientras
que las tortillas de maiz azul se caracterizan por su contenido de antocianinas las
cuales ayudan a reducir el contenido de grasa visceral (Lee et al., 2017). Ademas,
la tortilla contiene fibra y se ha reportado que la fibra proveniente del maiz se
metaboliza por la microbiota intestinal y genera sustratos asociados a la salud del

hospedero, y en particular, a la prevencion de obesidad (Whisner et al., 2016).

Por otro lado, para mejorar las propiedades de las tortillas se han utilizado otras
tecnologias de elaboracibn como lo es la extrusion. Este proceso mejora la
digestibilidad de proteinas y almidones, también conserva los bioactivos como los
compuestos fendlicos y aumenta la inhibicién de enzimas gastrointestinales como
amilasa y glucosidasa (Leon-Murillo et al., 2020). Adicionalmente, este proceso
utilizado para la elaboracion de tortillas no genera aguas residuales (nejayote), por

lo que es considerado un proceso mas ecoldgico (Reyes-Moreno et al., 2021).

Otra alternativa que se ha propuesto para mejorar los beneficios de las tortillas de
maiz es la adicion de granos y semillas con alto contenido de nutrimentos y
compuestos bioactivos, siendo los alimentos mas estudiados; el frijol, la chia y el

amaranto. Estos son granos y semillas con alto contenido de fibra, proteinas y

1



lipidos; mejoran la digestion y se asocian con la disminucién de peso corporal
(Martinez-Villaluenga et al., 2020). Las semillas de chia son una fuente de
compuestos fendlicos, omega-3 y omega-6 que presentan actividad antioxidante,
hipoglucemiante, antiinflamatoria y antihipertensiva (Orana-Tamayo et al., 2016).
Respecto a las semillas de amaranto, estas tienen un alto contenido de proteina,
acidos grasos insaturados y compuestos bioactivos como los fendlicos,
tocoferoles, entre otros. ElI amaranto presenta actividad antioxidante,
hipocolesterolémica, antihipertensiva y antitrombdtica (Delgado et al., 2016;
Sabbione et al., 2016; Quiroga et al., 2017).

Ledn-Lopez y colaboradores (2019) mejoraron el valor nutricio al aumentar el
contenido proteico en un 38 % Yy el contenido de fibra de tortillas de maiz blanco
nixtamalizado mediante la adicion de harina de chia desgrasada extrudida. Las
tortillas también presentaron mayor contenido de compuestos fendlicos totales,
actividad antioxidante y antihipertensiva que las tortillas elaboradas Unicamente
con harina de maiz nixtamalizado. Similares resultados fueron obtenidos con
harinas extruidas de maiz azul y chia desgrasada, asi como maiz azul y amaranto
comparadas con tortillas elaboradas con maiz azul extruido y con harina comercial
de maiz (MASECA) (Le6n-Murillo et al., 2020; Gamez-Valdez et al., 2020). Las
tortillas elaboradas a base de harinas extrudidas de maiz azul con pseudocereales
y frijol presentan mejor digestibilidad y un mayor contenido de compuestos
bioactivos que las tortillas de maiz blanco preparadas con el proceso tradicional.
Estas tortillas tienen un mayor potencial para prevenir la ganancia de peso
corporal y esto podria estar asociado a la microbiota, ya que, la mayoria de los
compuestos fendlicos de estas tortillas no se absorben y en conjunto con la fibra,
podrian ser sustratos e inductores de bacterias benéficas a la salud, efecto

previamente reportado para maiz.

En la presente investigacion se estudiaron los cambios en la microbiota de un
modelo con obesidad asociados al consumo de tortillas elaboradas con harinas de

maiz azul extrudido adicionadas con harinas de frijol, chia y amaranto extrudidos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Obesidad

La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que
presenta un riesgo para la salud. Esta asociada directamente con enfermedades
como la diabetes, la hipertension y otros padecimientos cardiovasculares, que
representan algunas de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo (Rivera-Dommarco et al., 2018). El control y manejo de la obesidad es un
reto debido a su etiologia, la cual tiene varios factores involucrados en su
desarrollo como estilo de vida sedentario, causas genéticas, factores sociales y
ambientales, asi como dietas energeticamente desequilibradas entre las calorias

consumidas y las gastadas (Cuevas-Sierra et al., 2019; Gadde et al., 2018).

Respecto a la dieta, en México ha aumentado el consumo de alimentos con alta
densidad energética ricos en azlcar y grasa; y pobres en fibra, minerales y
vitaminas. A su vez, ha disminuido la actividad fisica de las personas, fomentando
el sedentarismo y dando origen a indices de masa corporal elevados (Batis et al.,
2018). En los ultimos afios se ha propuesto que otro factor importante causante de
la obesidad es la microbiota intestinal (Weihrauch-Bliher y Wiegand, 2018; Geng
et al., 2022; Cheng et al., 2022; Sarmiento-Andrade et al., 2022; Cho, 2023; Fan et
al., 2023;).

2.2. Microbiota intestinal

La microbiota es una comunidad compleja de alrededor de 100 billones de
bacterias en el cuerpo de un adulto, el 80 % de las cuales se encuentran en el
intestino (Wang y Wang, 2016). La microbiota intestinal sana tiene funciones en el
metabolismo de nutrientes del huésped, de xenobidticos y de farmacos; y en el
mantenimiento de la integridad estructural de la barrera intestinal. Ademas,
presenta una resistencia a la colonizacion y sobrecrecimiento de especies
patogenas, proporcionando estabilidad y condiciones de simbiosis a la poblacion
microbiana del intestino. Las bacterias benéficas compiten por los sitios de

adhesion en los bordes de las células epiteliales de la mucosa intestinal para



prevenir la adhesion y difusion de microorganismos patdégenos al interior de las
células intestinales (Jandhyala et al., 2015; Kasprzak-Drozd et al., 2021;
Agagunduz et al., 2023; Perler et al., 2023).

Las bacterias anaerobias son quienes dominan este entorno pero también se
encuentran virus, hongos, protozoos y arqueas. En el microbioma se encuentran
seis filotipos: Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Actinomyces,
Fusobacterium y Verrucomicrobia. Sin embargo, los filos Firmicutes vy
Bacteroidetes son quienes destacan en la composicién de la microbiota intestinal
(Wang y Wang, 2016).

La microbiota intestinal de una persona obesa posee una relacion Firmicutes-
Bacteroidetes diferente en comparacion con la microbiota intestinal sana donde
predomina Bacteroidetes (hasta un 50 % o mas). Las personas obesas han
mostrado hasta un 90 % menos de Bacteroidetes y mas de Firmicutes que las
personas con normopeso, esto se atribuye a la ingesta elevada de grasas y
carbohidratos (Figura 1) (Amabebe et al., 2020).

Consumo elevado de grasasy
carbohidratos

}

Firmicutes 'f‘
v l
4 Extraccion de Mizobuita.lrie:tmal Gasto energético
Ganancia de peso i ardi
eneéglfap;;&ane ,Il“ s “'m“q Almacenamiento l—> Ecilardejpeso
. | ' de grasa

Bacteroidetes T

Dieta baJa engrasay
carbohidratos

Figura 1. Dietas altas en grasas y carbohidratos y su relacién con la microbiota
intestinal (adaptado de Amabebe et al., 2020).



Por lo tanto, el consumo de determinados alimentos provoca cambios importantes
en la microbiota intestinal que contribuyen al desarrollo mismo de la obesidad y la
resistencia a la insulina (Pérez-Herrera y Cruz-Lopez, 2018). Por el contrario, el
consumo de fibra y compuestos bioactivos mejoran el perfil bacteriano, lo que
indica que los habitos dietéticos pueden determinar y restaurar la microbiota

intestinal (Cuevas-Sierra et al., 2019).

2.2.1. Microbiota intestinal y su asociacibn con componentes dietarios

saludables

El consumo de fibra de los cereales produce un aumento de las especies
Bifidobacterium y Lactobacillus de la microbiota intestinal que promueven la
proteccion de la barrera intestinal (So et al., 2018). Las bacterias de la microbiota
intestinal tienen la capacidad de unirse a los polisacaridos provenientes de la fibra
para degradarlos usando enzimas digestivas y generando monosacaridos, estos a
su vez producen acidos grasos de cadena corta (AGCC) como acetato, propionato
y butirato (Jandhyala et al., 2015).

Los AGCC desencadenan efectos sobre incretinas y otras hormonas intestinales
como el polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa; péptido YY (PYY) y el
péptido similar a glucagon-1y -2. Estos estan involucrados en regular la motilidad
intestinal, saciedad y metabolismo de glucosa. Sin embargo, en afios recientes, la
funcion de los AGCC ha sido controversial, ya que altas concentraciones de estos
acidos estan asociados con la permeabilidad intestinal y obesidad, ya que produce
un exceso de energia (Vialva y Moreno, 2019; Tokarek et al., 2021; Cheng et al.,
2022).

Por otro lado, la microbiota intestinal metaboliza las antocianinas como la
cianidina-3-glucoésido y la peonidina-3-glucésido en acido vainilico y p-cumarico,
de la misma forma la microbiota metaboliza a los acidos fendlicos y flavonoides a
acido clorogénico, a la catequina y quercetina en acidos-4-hidroxifenilpropiénicos;
y también metaboliza al acido elagico en urolitinas. Los metabolitos sintetizados
por estos polifenoles tienen actividad biologica que ejerce efectos benéficos a la

salud humana a través de la modulacion de la composicion bacteriana,



particularmente incrementan las bacterias gram positivas como la
Faecalibacterium prausnitzii, que se caracteriza por un efecto antiinflamatorio; y
Roseburia sp., que produce butirato. ElI metabolismo de los polifenoles
mencionados presentan un efecto positivo en la prevencién de la obesidad
(Kasprzak-Drozd et al., 2021).

2.3. Dieta en México

La dieta de la poblacion mexicana se caracteriza por el consumo elevado de
alimentos con alta densidad energética, procesados o ultraprocesados, con
excesivas cantidades de azucares, grasas Yy harinas refinadas, bajo contenido de
fibra, asi como un elevado consumo de bebidas azucaradas (Rivera-Dommarco et
al., 2018).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Ingresos y Gastos de los Hogares
(ENIGH), las familias mexicanas destinaron alrededor del 35 % del gasto diario en
alimentos y bebidas, principalmente carnes, bebidas azucaradas, cereales,

aceites, grasas y alimentos procesados (INEGI, 2019).

El consumo de bebidas azucaradas (refrescos, jugos, lacteos, cafés, tés, aguas
frescas) es alto, y comienza desde edades tempranas, tanto los residentes de las
zonas rurales como los de zonas urbanas sobrepasan los niveles recomendados
de consumo por parte de la guia de alimentacion para la poblacién mexicana. Esto
mismo sucede con los alimentos de alta densidad energética, por otro lado, la
poblacibn no abastece el porcentaje recomendado de ingesta para frutas y
verduras (Batis et al., 2018). Alimentos basicos que han proporcionado nutrientes
y contenido energético a la alimentacion tradicional mexicana desde los origenes
prehispanicos son los granos y semillas, particularmente el maiz, frijol, amaranto y

chia (Moreno-Altamirano et al., 2014).

2.3.1.Maiz (Zea mays L.)

México es el centro de origen, domesticacion y diversificacion del maiz (Zea mays
L.) (Fernandez-Suarez et al., 2013). Este es una fuente importante de energia

debido a su contenido de almidén. El maiz también contiene otros macronutrientes



y compuestos bioactivos como los polifenoles y terpenoides siendo los mas
importantes las antocianinas y los carotenos (Lao y Giutsi 2016). Un fitoquimico
abundante en este cereal es el acido ferdlico que se encuentra en diferentes
proporciones dependiendo del tipo de maiz. Este también contiene flavonoides
como la quercetina y antocionaninas como la cianidina-3-glucésido, pelargonidina-
3-glucésido y peonidina-3-glucésido; y respecto a los carotenoides se encuentran
el beta-caroteno, la luteina y la zeaxantina (De la Parra et al., 2007; Lao y Giutsi
2016).

El color del maiz se debe principalmente a la presencia de estos metabolitos
secundarios, la diferente expresion de estos pigmentos imparte a los tejidos del
maiz diferentes colores, desde amarillo anaranjado hasta azul purpura oscuro, asi
como colores marfil y crema (Colombo et al., 2021). Ademas, estos compuestos
fendlicos presentan efectos antiobesogénicos, regulando la modulacion de
disbiosis, disminucién de la lipogénesis y de la hipertrofia (Rodriguez-Pérez et al.,
2019).

Debido a su cantidad de fibra (3.8 g/100 g), el maiz aporta efectos benéficos a la
flora intestinal, mejorando la digestibilidad y el peso corporal, ya que el consumo
de 14 g de fibra por dia se asocié con una disminucién del 10 % en la ingesta de
energia y una pérdida de peso de 2 kg durante un periodo de aproximadamente 4

meses (Almeida-Alvarado et al., 2014).

2.3.1.1 Maiz y microbiota

El contenido de fibra dietética influye en la microbiota intestinal, y no todas las
especies bacterianas tienen la misma capacidad para producir las enzimas
necesarias para su degradacion, asi el consumo de ciertas fibras genera mayor

abundancia del filo Bacteroidetes (Abreu et al., 2021).

El consumo de maiz aumenta la produccion del filo Bacteroidetes modulando la
microbiota intestinal debido a la cantidad de fibra presente, a su vez, incrementa la
cantidad de &acidos grasos de cadena corta que tienen funciones locales y

sistémicas que favorecen la salud del huésped (Abreu et al., 2021).



Se ha demostrado que la fibra soluble del maiz produce efectos benéficos sobre la
modulacion de bacterias de la microbiota intestinal, particularmente los géneros
Bacteroides y Parabacteroides del filo Bacteroidetes aumentando su
concentracion, y los géneros Dorea y Ruminococcus del filo Firmicutes
disminuyeron cuando se consumio fibra de maiz; esto permite mantener un perfil

mas sano de la microbiota intestinal (Whisner et al., 2016).

Hasta el momento no existen estudios que demuestren los beneficios de la tortilla
y su relacion con la microbiota. Sin embargo, este alimento es un material con alto
contenido de fibra dietaria y compuestos fendlicos, los cuales podrian modificar los
perfiles bacterianos.

2.3.2. Amaranto (Amaranthus sp.)

El amaranto es un pseudocereal de alto consumo en México, es utilizado
comunmente como harina para la elaboracion de panificacion y cereales libres de
gluten (Martinez-Villaluenga et al., 2020). En su composicién nutrimental se ha
descrito que el amaranto aporta proteina, fibra cruda, vitaminas y minerales

(Baraniak y Kania-Dobrowolska, 2022).

La alta calidad proteica del amaranto indica que puede usarse solo o como
fortificante de alimentos. La fibra (67.7 g/kg) del grano de amaranto consiste en
lignina, celulosa y hemicelulosa, estas producen un efecto benéfico sobre el
sistema digestivo. Entre los acidos grasos insaturados en la semilla, los mas
abundantes son el linoleico, el oleico y el linolénico. En la fraccion lipidica del
amaranto, los tocoferoles, tocotrienoles y esteroles tienen un papel biolégico

importante (Baraniak y Kania-Dobrowolska, 2022).

Las propiedades del amaranto combinan las caracteristicas de un alimento
nutricional y una materia prima con potencial terapéutica. Se ha demostrado, en
estudios in vitro e in vivo, que los compuestos bioactivos de las semillas de
amaranto, incluidos los compuestos fendlicos, las betaninas y los carotenoides,
presenta efectos antioxidantes, antiinflamatorios y otras actividades que
promueven la salud (Tsao y Tang, 2017). Algunos de los compuestos bioactivos

del amaranto son los flavonoles como la quercetina y el kaempferol; y los
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flavonoides como la naringina y amarantina; ademas de los acidos cinamicos y

benzoicos, como el acido p-cumarico.

La glucosidasa y la lipasa pancreatica son enzimas importantes para la digestion
de carbohidratos complejos y de triglicéridos, respectivamente. Se ha reportado
gue compuestos bioactivos del amaranto inhiben a estas enzimas, sugiriendo
beneficios potenciales en el control de la obesidad y la diabetes tipo 2 (Tsao y
Tang, 2017).

Tao y colaboradores (2016) reportaron efectos antiobesogénicos del amaranto en
ratones, este tratamiento regulé la microbiota, especificamente aumentaron los
niveles del género Prevotella, lo que sugiere que el amaranto puede proteger

contra la obesidad a partir de la modulacion de la microbiota intestinal.

2.3.3 Chia (Salvia hispéanica)

La chia es una planta herbacea anual que desde hace varios afios se ha utilizado
con fines medicinales, sus semillas se consumen como ingrediente o
complemento de algunos alimentos preparados como batidos, bebidas, horneados
0 ensaladas. La chia forma frutos redondos que contienen muchas semillas
ovaladas y diminutas de 2 mm de largo y 1 mm de ancho. La superficie de la
semilla es lisa, brillante, con colores que van desde el blanco hasta el gris y el

marrdn, con manchas negras dispuestas irregularmente (Kulcynski et al., 2019).

En los dltimos afios, las semillas de chia se han convertido en un alimento
reconocido en el mundo debido a sus propiedades nutricionales y valores
medicinales (Orona-Tamayo et al., 2016; Herndndez-Pérez et al., 2020; Rabail et
al., 2021; Masood, 2022; Agarwal et al., 2023; Khursheed et al., 2023)

Coorey y colaboradores (2012) reportaron que la chia contiene un alto porcentaje
de acidos grasos y una cantidad considerable de acido a-linolénico. Su contenido
de fibra oscila en 33 g/100 g lo cual aporta efectos benéficos al sistema digestivo.
Respecto a sus compuestos bioactivos, la chia contiene altos niveles de acido

cafeico, acido clorogénico, quercetina, acido rosmarinico, galico, cinamico,



miricetina y kaemferol (Orona-Tamayo et al., 2016; Knez et al., 2020; Biswas et al.,
2023).

Pandurangan y colaboradores (2020) reportaron que el consumo de chia
disminuye la hipertrofia de los adipocitos y a su vez, mejord el perfil lipidico.
Ademas, la chia increment6 la expresion de proteinas como la carnitina palmitoil
transferasa 1 (CTP-1) y el coactivator 1-alfa (PGC-1a); y la expresion de proteinas
de choque térmico (HSP). Esto indica una regulacion de actividades
mitocondriales, de oxidacion de acidos grasos y control de la adipogénesis (Enes
et al., 2020).

2.3.4. Frijol tepari (Phaseolus acutifolius)

El frijol (Phaseolus sp.) forma parte de la dieta de un gran nimero de personas ya
gue tiene un aporte nutrimental importante en proteina, carbohidratos, lipidos,
hierro y calcio. El cultivo de frijol se ha extendido practicamente a todos los lugares
suceptibles de permitir su desarrollo y Mesoamérica cuenta con la mayor
variabilidad genética del género. En la regidn occidente de México se desarrollo la
domesticaciéon del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Actualmente, se reportan
70 especies de las 150 existentes a nivel mundial; cinco, han sido domesticadas y
es posible encontrarlas en su forma silvestre y cultivada: (1) Frijol comun (P.
vulgaris L.), (2) Frijol ayocote (P. coccineus A. Gray), (3) Frijol lima (P. lunatus L.),
(4) Frijol acalete (P. dumosus Mc Fady) y (5) Frijol tépari (P. acutifolius A. Gray)
(Lépiz, 2007).

El frijol tépari (Phaseolus acutifolius) es una leguminosa con un ciclo de vida corto
y resistente a la sequia, originaria de ambientes desérticos y semiaridos del
noroeste de México y el suroeste de Estados Unidos. Se le reconoce por su bajo
requerimiento de humedad, su tolerancia al calor y su resistencia a muchas
enfermedades. La principal ventaja nutricional del frijol tépari esta en las semillas
maduras que contienen 21.0 - 31.9 % de proteina, 0.9 - 1.17 % de lipidos y 65.3 -
69.1 % de carbohidratos; ademas contiene minerales esenciales como sodio,

potasio y magnesio. Actualmente, el consumo de las semillas de frijol tépari es
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muy bajo, y este presenta un alto contenido de proteina y carbohidratos los cuales

no son aprovechados (Mora-Uzeta et al., 2019; Mwale et al., 2020).

El consumo de frijol tépari podria tener un efecto benéfico sobre la salud debido a
su contenido alto de polifenoles que les confiere un efecto antioxidante
significativo (Salas-Lopez et al.,, 2018; Mora-Uzeta et al., 2019). Algunos
investigadores han realizado estudios cuyos resultados sugieren que las lectinas
presentes en frijol, como el frijol tépari, podrian ser utilizadas para el desarrollo de
farmacos antitumorales (Moreno-Celis et al., 2020; Konozy y Osman, 2022; Dena-
Beltran et al., 2023).

2.4. Tortilla

La tortilla de maiz es el alimento principal de los mexicanos, este producto provee
macronutrientes como proteina, almidon y fibra dietética, asi como micronutrientes

como vitaminas y minerales (Leon-Murillo et al., 2021).

En México, el consumo per capita de tortilla en la zona urbana es de 155.4 g/dia 'y
en la zona rural es de 217.9 g/dia (Tapia-Garcia y Morales-Ramirez, 2020). La
tortilla tradicionalmente se elabora a partir de la coccién alcalina (nixtamalizacion)
de los granos de maiz, este proceso provoca cambios fisicos y bioquimicos,
produce mayor bioaccesibilidad de calcio y mejora el contenido de almidén
resistente. Sin embargo, este proceso tambien provoca cambios desfavorables
como la disminucién de los compuestos fenolicos, vitaminas y la actividad

antioxidante del maiz (Fauhl-Hassek y Schaarschmidt, 2019; Kamau et al., 2020).

Respecto a su contenido nutrimental, una tortilla que pesa entre 25 — 30 g aporta
aproximadamente 64 calorias, 1.4 g de proteina, 0.5 g de grasa y 0.6 g de fibra.
Existen diferentes variedades de tortillas en funcion del maiz que se utilice para
elaborarlas. En el pais se producen tortillas blancas, amarillas, azules, rosas, rojas
y verdes, y estas contienes diferentes compuestos fendlicos como las

antocianinas y los carotenoides (Gutiérrez et al., 2014).

Las tortillas son un alimento que aportan altas concentraciones de calcio, y sus

beneficios se demostraron en ratas alimentadas con dietas suplementadas con
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tortillas, los animales presentaron huesos mas gruesos, largos y con mayor
contenido de calcio, asi como menor fragilidad (Martinez-Flores et al., 2009).
Ademas, las tortillas contienen almidon resistente, un compuesto importante para
la prevencion de enfermedades. Este se incrementa durante su almacenamiento
en refrigeracion, y dicho proceso se atribuye al fenbmeno de retrogradacion
(Rojas-Molina et al., 2020).

Grajales-Garcia y colaboradores (2012) elaboraron tortillas con una mezcla de
maiz de calidad proteinica (MCP) y frijol comun. Estos autores evaluaron su
composicién quimica, la digestibilidad del almidén y la capacidad antioxidante. La
tortila MCP-frijol tuvo mayor contenido de proteinas, cenizas, fibra dietética y
contenido de almiddén resistente y menor cantidad de almidon digerible que la
tortilla de control. La tasa de hidrélisis (60 a 50 %) y el indice glucémico (88 a 80)
de la tortilla disminuyé con la adicién de frijol en la mezcla. Los polifenoles
extraibles y las proantocianidinas fueron mas altos en la tortilla MCP-frijol que en
la tortilla control. Este patron produjo una mayor cantidad de antioxidantes en
tortilla MCP - frijol que en tortilla control (17.6 vs 7.8 uymol equivalentes de
Trolox/g). La adicion de frijol a la tortilla modificd la digestibilidad del almidén y
caracteristicas antioxidantes, obteniendo un producto con caracteristicas
nutracéuticas. Por otro lado, Martinez-Vazquez y colaboradores (2017) elaboraron
una tortilla a base de maiz, amaranto y soya, incrementando la cantidad y calidad
proteica. Por lo tanto, presentaron mejores caracteristicas nutrimentales,

generando una alternativa de bajo costo para el consumidor.

Del Pozo-Insfran y colaboradores (2006) reportaron que la tortilla de maiz azul
contiene mayor cantidad de polifenoles totales, antocianinas y carotenoides en
comparacion con tortillas elaboradas con maiz blanco o amarillo, por lo que podria
tener un mayor efecto benéfico para la salud del consumidor. De igual manera,
estudios elaborados por Salinas-Moreno y colaboradores (2017) concluyen que la
actividad antioxidante de la tortilla de maiz de grano blanco usada como
referencia, fue menor que la de las tortillas de grano azul. De acuerdo a esto, las

tortillas de grano azul son una mejor fuente de antioxidantes que la tortilla blanca.
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2.3.5. Tortillay su asociacién con el control de la obesidad

La tortilla es un alimento cuyos beneficios asociados a la obesidad han sido
contradictorios. Esta es considerada como uno de los alimentos mexicanos con
mayor contribucién a la ingesta de energia desde un 10 % a un 48 % en nifios de
edad escolar, y con un rango de sobrepeso y obesidad de 19.8 - 30.8 % con una
relacion directa del consumo de tortilla y peso corporal (Rodriguez-Ramirez et al.,
2011).

Adicionalmente, un bajo riesgo de obesidad en nifios estd asociado con un
incremento en el consumo de la fibra dietaria; la tortilla es una fuente importante
de fibra. Este efecto se atribuye a un incremento de la saciedad, disminucién de la
difusién de glucosa para su absorcion y disminucion a la accesibilidad de la
enzima alfa amilasa a su sustrato (Brauchla et al., 2012). Sin embargo, estos
efectos no fueron demostrados para la tortilla, solamente fueron sugeridos. Por
otro lado, un estudio realizado con mujeres mexicanas de zona rural se encontré
una asociacion directa entre obesidad y el consumo de mas de seis tortillas

(Mufioz-Ibarra y Carranza-Madrigal, 2010).

Los beneficios de la tortilla podrian estar relacionados directamente con su
composicidén fitoquimica, que a su vez depende de la variedad de maiz con que se
elaboran (De Jesus-Mex y Garma-Quen 2017). Por ejemplo, se ha reportado que
la tortilla de maiz azul tiene inhibe a la lipasa pancreética (LP), efecto asociado a
los compuestos fendlicos y a los carotenoides. La LP es una enzima que cataliza
la hidrolisis de los enlaces de ésteres de los triglicéridos. La inhibicion de la LP es
una de las estrategias mas usadas para el control de la obesidad, ya que al ser
inhibida, los triglicéridos no se absorben y por lo tanto, se disminuye su posterior
almacenamiento en el organismo (Wang y Eckel, 2009).

No existen estudios que demuestren directamente los beneficios del control de la
obesidad asociado al consumo de tortilla. Lo reportado hasta el momento son

estudios en poblacién en los cuales solamente se han realizado asociaciones.
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2.3.6. Tortillas adicionadas con granos o semillas y elaboradas por el

proceso de extrusion

Las tortilas que se consumen comunmente en Meéxico son de maiz blanco
nixtamalizado, y estas son ricas en carbohidratos y calcio. Sin embargo, presentan
baja cantidad de vitaminas, lipidos y compuestos fitoquimicos (antocianinas,
carotenoides, etc.). Por ello, se ha propuesto elaborar tortillas adicionadas con
otras harinas de granos o semillas para potenciar o mejorar su valor nutricio
(Vazquez-Rodriguez et al., 2013; Arguello-Garcia et al., 2017; Lebn-Lopez et al.,
2019; Gamez-Valdez et al., 2021).

Sanchez-Marroquin y Maya (1985) prepararon tortillas a partir de harinas de maiz
industrializada (MINSA) y amaranto crudo con el fin de enriquecer este producto.
La formulacion mostré un perfil de aminoacidos mas completo en comparacién con
las tortillas hechas solamente con MINSA. También mejoré el contenido de acidos
grasos, sin perder las propiedades organolépticas de una tortilla convencional. En
otro estudio se reporté que tortillas de maiz adicionadas con harina de amaranto
presentaron mayor cantidad de fibra, lipidos y digestibilidad proteica en

comparacion con una tortilla de maiz nixtamalizado (Gamez-Valdéz et al., 2021).

La extrusion representa una alternativa tecnoldgica para la elaboracion de harinas
para tortillas con las ventajas de ahorro energético y generacion de efluentes
nulos. Se trata de un proceso versétil a altas temperaturas en corto tiempo, facilita
la combinacion de varias acciones como el transporte, la compresion, la

separacién y coccion (Reyes-Moreno et al., 2019).

La extrusion de tortillas se ha utilizado para obtener un producto de mayor calidad
y a su vez, para tener un proceso alternativo a la nixtamalizacidbn que presenta
algunas desventajas. Al aplicar la extrusion los nutrientes y compuestos bioactivos
asociados con las capas mas externas del maiz se conservan y los alimentos en
desarrollo son similares a los de granos integrales. El maiz nativo mexicano
pigmentado y sus productos han generado interés por su fuente de diversos
fitoquimicos como compuestos fendlicos, carotenoides, y fitoesteroles, asi como,

fibra dietética. El proceso de extrusion puede retener 80 % de los compuestos
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fendlicos presentes en el grano de maiz (Corrales-Bafiuelos et al., 2016; Gaxiola-
Cuevas et al., 2017; Mora-Rochin et al., 2021).

Sanchez (2018) realiz6 estudios con una tortilla de maiz adicionada con harina de
chia, y encontr6 mayor contenido de cenizas, proteina cruda, extracto etéreo y
carbohidratos en comparacion con tortillas tradicionales. La tortilla con chia
presentd mejores contenidos de omega-3 y omega-6, incrementando su valor
nutricio comparado con la tortilla elaborada unicamente con masa de maiz blanco

nixtamalizado.

Respecto al proceso de extrusion, Ledn-Lépez y colaboradores (2019) mejoraron
del valor nutricional y nutracéutico de tortillas de maiz nixtamalizado mediante la
adicion de harina de chia extrudida. Esta presentdé mayor cantidad y calidad
nutricional de la proteina y de la fibra dietética. También presentaron mayor
contenido de compuestos fendlicos totales, actividad antioxidante vy
antihipertensiva que las tortillas elaboradas Unicamente con harinas de maiz

nixtamalizado.

Se han elaborado tortillas con harinas extruidas de maiz azul y chia desgrasada.
Estas presentaron valores mas altos de proteina y su digestibilidad, asi como de
fibora dietética. También mostraron mejores propiedades antioxidantes,
antihipertensivas e hipoglucemiantes in vitro que las tortillas elaboradas con 100
% de harina de maiz azul extruido y tortillas de harina comercial de maiz cocido
con cal (MASECA) (Le6n-Murillo et al., 2020).

Por otra lado, Gamez-Valdez y colaboradores (2020) determinaron el efecto de la
adicion de harinas extruidas de amaranto en maiz azul criollo extrudido, este
estudio demostroé que las tortillas adicionadas con amaranto extruido tienen mas
proteinas, fibra dietética, mejor6 in vitro el potencial antihipertensivo,
hipoglucemiante y estas fueron sensorialmente aceptables. Se ha sugerido que
estas tortillas son una opcion para reducir la desnutriciébn y las enfermedades
cronicas degenerativas. Sin embargo, los estudios realizados hasta el momento
solamente se han llevado a cabo in vitro y algunos otros reportes son asociaciones

realizadas en poblacion.
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3. JUSTIFICACION

Las dietas hipercaléricas producen obesidad y también generan alteraciones en la
microbiota intestinal, ocasionando un aumento en el filo Firmicutes y una
disminucién en el filo Bacteroidetes lo que produce una mayor extraccién de
energia de la dieta ocasionando la ganancia de peso y desarrollando la obesidad.
La modulacion de las cepas bacterianas en el tracto digestivo esta asociada al
consumo de alimentos ricos en compuestos bioactivos y fibra, o que puede
ayudar a remodelar el perfil metabdlico en el huésped obeso y mejorar su estado

de salud.

La tortilla de maiz es uno de los principales alimentos en México, este producto
aporta macronutrientes como proteina, almidén y fibra dietética. Las tortillas de
mayor consumo en nuestro pais se elaboran a partir de maiz blanco
nixtamalizado. Sin embargo, este proceso tiene la desventaja de generar efluentes
y hay una pérdida de pericarpio y otros componentes durante el lavado del grano.
La extrusion es un proceso alternativo a la nixtamalizacién para producir las
harinas para elaborar tortillas, es versatil, no genera efluentes, se utiliza el grano
de maiz completo y hay transformaciones de macrocomponentes que mejora la
digestibilidad, conserva los compuestos bioactivos y genera mayor ahorro

energético.

Se ha demostrado que el maiz azul presenta mayor concentracion de compuestos
bioactivos como las antocianinas, ademas aporta una mayor cantidad de fibra.
Una alternativa para mejorar las propiedades nutricionales y nutracéuticas de las
tortillas de maiz nixtamalizado es la adicibn de harinas integrales de
pseudocereales (amaranto, chia) y leguminosas (frijol, garbanzo, lenteja). Estos
granos (pseudocereales y leguminosas) presentan un contenido alto de fibra,
proteinas y lipidos; mejoran la digestion y las actividades bioldgicas relacionadas

con la disminucién de peso corporal.

El alto contenido de compuestos bioactivos y fibra en la tortilla podria modificar y
beneficiar la microbiota intestinal, esto se sustenta en estudios realizados con

harinas de maiz donde se encontraron cambios benéficos en la microbiota. Por lo
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tanto, tortillas de maiz nixtamalizado por el proceso de extrusion, adicionadas con

harinas de amaranto, chia y/o frijol extrudidos, podrian aportar mayor contenido de

fibra y fitoquimicos lo cual podria aportar beneficios a la salud relacionados con el

control de la obesidad.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la adicidbn de harinas de pseudocereales vy frijol
extrudidos a la tortilla de maiz azul extrudido sobre el control de peso
corporal y su asociaciéon con la microbiota intestinal en ratas alimentadas

con una dieta hipercaldrica.

4.2. Objetivos especificos

Cuantificar y caracterizar los compuestos fendlicos presentes en tortillas
elaboradas a base de maiz azul extrudido adicionadas con harinas de
pseudocereales (amaranto, chia) y frijol extrudidos.

Determinar el efecto del consumo de tortillas elaboradas con mezclas de
granos (maiz azul — amaranto, maiz azul — chia, maiz azul — tépari)
extrudidos sobre el control de la obesidad en ratas alimentadas con una
dieta hipercaldrica.

Evaluar modificaciones de la microbiota intestinal de los animales
alimentados con la dieta suplementada con tortillas elaboradas con mezclas
de granos (maiz azul — amaranto, maiz azul — chia, maiz azul — tépari)

extrudidos

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Elaboracion de las tortillas y proceso de extrusion
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Las tortilas se elaboraron en “Laboratorio de Bioprocesos y Alimentos
Funcionales”, Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad Autonoma de

Sinaloa, con la supervision del Dr. Roberto Gutiérrez Dorado.

Las semillas de chia se desgrasaron con una maquina de prensado de aceite
(modelo DL-ZYJO05). Lotes de 500 g de semillas de maiz azul, de chia, amaranto y
frijol se colocaron en una licuadora doméstica para obtener sémola, la cual se
paso por una malla de cribado US40 (0.425 mm) y se retuvo sobre una malla de
cribado US200 (0.074 mm). La sémola se mezclé con cal (0.21 g por 100 g de
sémola) y agua cbp. Todos los lotes de sémola se envasaron y almacenaron a 4
°C durante 12 h y antes de la extrusion, la sémola se atemper6 a 25 °C.

La extrusion de los lotes se llevo a cabo en un extrusor de tornillo simple Modelo
20 DN (CW Brabender Instruments, Inc, NJ, USA). Las condiciones de operacion
del extrusor para el maiz azul nativo fueron las siguientes: Temperatura de
extrusion, TE=85 °C y velocidad del tornillo, VT=240 rpm (Milan-Carrillo et al.,
2006), para el amaranto TE = 130 °C y VT = 124 rpm (Gamez-Valdez et al., 2021),
para la chia desgrasada, TE=147 °C y VT =237 rpm (Leon-Murillo et al., 2020) y
para el frijol tépari, TE= 152 °C y VT = 240 rpm (Aréchiga-Chavez, 2020). El
material extruido se atemperd en condiciones ambientales; se molié6 para pasar
por una malla de cribado US80 y se envaso en bolsas de polietileno a 4 °C hasta
su utilizacién. Las harinas de maiz azul, amaranto, chia y frijol tépari extrudidos se

almacenaron a 4 °C.

Para la elaboracion de las tortillas se utilizé la metodologia descrita por Milan
Carrillo y colaboradores (2006). Primero se elaboraron tortillas de maiz azul
extrudido al 100%. Posteriormente se elaboraron tortillas con de las siguientes
mezclas: harina de maiz azul extruido/chia (75 %:25 %), respectivamente; harina
de maiz azul/amaranto (70 %: 30 %) y harina de maiz azul/frijol tépari (70 %:30
%), estas proporciones fueron seleccionadas con base en lo reportado por Ledn-
Lopez y colaboradores (2019). Ademas, se utilizaron como control tortillas de maiz
blanco nixtamalizado al 100 % adquiridas en un comercio de tortillas en Santiago

de Querétaro, Qro.
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El inflado de las tortillas se evalué durante la coccion con una escala de 1 a 3;
1=sin inflado, 2=inflado intermedio y 3=inflado completo. La caracteristica de
enrollado (“rolabilidad”) de la tortilla se realizé 30 min después de su elaboracion.
Las tortillas se enrollaron en una varilla de cristal de 2.54 cm de diametro, y el
grado de ruptura de la superficie de la tortilla (0-100 %) indica la rolabilidad (1-5)
con base en la escala 0 %=1, 25 %=2, 50 %=3, 75 %=4 y 100 %=5 (Milan-Carrillo
et al., 2006).

5.2. Cuantificacion de fibra dietaria total, soluble e insoluble

El contenido de fibra dietaria total (FDT), soluble (FDS) e insoluble (FDI), se
determinod por el método enzimatico-gravimétrico (AOAC 985.29, 2002) utilizando
un kit enzimético (Sigma, SLBZ6509). A un gramo de muestra seca Yy
desengrasada se le adiciond la enzima a-amilasa (100 mL) en 50 mL de buffer de
fosfato (pH 6), durante 15 min en incubacion a 95 °C en bafio Maria y agitacion
constante. Posteriormente se realizo la digestion de las proteinas con 0.1 mL de
proteasa (50 mg/mL), previamente se ajustd el pH de la solucion a 7.5 + 0.2 con
NaOH, 0.275 N e incubado a 60 °C durante 30 min en bafio Maria con agitacion
continua. Posteriormente se ajusté la solucion a un pH entre 4-4.6 con la adicién
de HCI 0.325 N, se adiciono 0.1 mL de amiloglucosidasa incubada a 60 °C por 30

min en bafo Maria.

Posteriormente se realizd la precipitacion de la fibra dietaria soluble con 4
volimenes de etanol a 95 % durante toda la noche a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se realizé una filtracion, se lavé el residuo con tres
porciones de 20 mL de etanol al 78 %, 2 porciones de etanol al 95 % y dos
porciones de 10 mL de acetona. Se secO el residuo a 105 °C durante toda la
noche. Posteriormente se pesara el residuo y se realizara en este la determinacion
de cenizas (AOAC 942.05) y proteinas (AOAC 920.39). Los resultados fueron

expresados en base seca.
5.3. Determinacién de compuestos fendlicos totales

5.3.1 Extraccion de compuestos fendélicos extraibles
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Para la obtencion del extracto se empled la metodologia descrita por Hassan y
colaboradores (2011). Se pesaron 2 g de muestra y se agregaron 20 mL de
solucién metanol/agua (50:50) acidificada con HCI para obtener un pH final de 2.
Se agitaron a temperatura ambiente durante 1 h, se centrifugaron por 10 min a
1500 g y se recuperé el sobrenadante para realizar la determinacién de

compuestos fendlicos totales, flavonoides y antocianinas.

5.3.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

Los polifenoles totales se determinaron a partir del método de Folin y Ciocalteu.
Se tomo una alicuota (10 pL) del extracto de cada una de las tortillas obtenido en
el punto 5.3.1, el cual se colocd en microplaca y se complet6 el volumen a 25 L
con agua destilada. Se adicionaron 12.5 pL del reactivo de Folin Ciocalteu 1 N, se
agité durante 5 min, y luego se agregaron 62.5 uL de Na,CO3 al 20 %. Se dejo
reposar durante 30 min en la oscuridad y finalmente se leyo la absorbancia a 760
nm (Singleton et al., 1998).

La cuantificaciébn se realizd por interpolacion de los resultados en una curva
estandar de acido gélico, y se expresaron como mg equivalentes de &cido galico

(AG) por gramo de muestra (mg EAG/g de muestra).
5.3.3 Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se cuantificd usando el método colorimétrico
descrito por Heimler y colaboradores (2006). Se mezclaron 40 uL del extracto
obtenido en la seccion 5.3.1 con 7.5 yL de solucion de nitrito de sodio al 5 %, 15
ML de solucion recién preparada de cloruro de aluminio al 10 % y 50 uL de
solucion de hidroxido de sodio 1 M. El volumen final de la mezcla se ajusté a 250

ML con agua desionizada. La mezcla se leyd a una absorbancia de 510 nm.

La cuantificacion se realizo utilizando una curva estandar de catequinas, y se

expresaron como mg equivalentes de catequina/g de muestra.
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5.3.4 Cuantificacién de antocianinas

Las antocianinas se cuantificaron a partir del método diferencial de pH descrito por
Giusty & Wrolstad (2001). Se mezclaron 50 uL del extracto obtenido en la seccidn
5.3.1 con 175 yL de cada una de las soluciones amortiguadoras (KCl, 0.025 N a
pH 1.0 y CH3COONazH,O, 0.4 M a pH= 4.5). Posteriormente se midieron
absorbancias a 510 nm y 700 nm en un espectrofotometro para microplaca
(Thermo Scientific) considerando ambos pH de las soluciones amortiguadoras. La
cuantificacion de las antocianinas se expres6 en mg equivalentes de cianidina-3-o-

glucésido/mL y se empleardn las siguientes ecuaciones:

AbStotal=[(AbS51o nm-AbS700 nm)pH 1-(Abss10 nm-Abs7gg nm)pH 4,5] (Ec.1)

Abs*PM*1000*factor de dilucién
e*distancia

Antocianinas monoméricas= (Ec. 2)

Dénde:

Abs= Absorbancia total

PM= Peso molecular: cianidina 3 glucosido 448.8 g/mol, malvidina-3-glucésido:
493.4 g/mol

e= Coeficiente de extincion molar; cianidina 3 glucdsido: 26900 M-*cm™:
malvidina-3-glucésido: 28000 M**cm™

Distancia= 1 cm.

La cuantificacion de las antocianinas totales se expresé como mg eg. cianidina 3

glucésido/g de muestra.

5.3.5 Extraccion y cuantificacion de proantocianidinas no extraibles (NEPA)

La cuantificacion de proantocianidinas no extraibles se realiz6 mediante la
hidrdlisis acida con n-butanol del residuo de la extraccion de la seccion 5.3.1
siguiendo el método establecido por Zurita y colaboradores (2012). Los residuos
se secaron y se mezclaron con 10 mL de HCl/butanol (5:95, v/v) que contiene 0.7
g de FeCls/L y se incubaron a 100 °C por 1 h. Los tubos se centrifugaron a 3500 g
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por 10 min, recuperando los sobrenadantes. Se realizaron dos lavados del
precipitado con 5 mL de HCl/butanol/FeCl; y el volumen final se aforé a 25 mL.
Las absorbancias fueron leidas a una longitud de onda de 450 y 555 nm. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de proantocianidinas por g de

muestra seca.

5.3.6 Identificacion de compuestos polifenoles extraibles de las tortillas por
medio de UPLC-PDA-ESI-QqQ MS-MS.

Los extractos fenodlicos se realizaron como se describio en el apartado 5.3.1.
Dichos extractos se concentraron y se resuspendieron en metanol grado masas,
las muestras se filtraron (0.45 pum), se colocaron en viales y fueron analizadas en
un cromatografo liquido de ultra resolucion (UPLC) Acquity clase | acoplado a un
arreglo PDA-ESI-QqQ MS/MS (Xevo TQS, Waters Corp., Wexford) UPLC-PDA-
ESI-QgQ. Las muestras se inyectaron en una columna BEH Acquity C18 (2.1 x
100 mm, 1.7 um) a 35 °C. La fase movil consistido en agua con 0.1 % de acido
férmico (A), y acetonitriio (B) a un flujo de 0.5 mL/min. El gradiente de
concentracion fue el siguiente: 3 % B a los 0 min, 9 % B a los 1.8 min, 16 % B a

los 5.6 min, 50 % B a los 12 min.

Las condiciones del espectrometro de masas fueron las siguientes: voltaje de
capilar 2.5 kV, temperatura de desolvatacion a 450 °C y de fuente a 150 °C. La

adquisicién de datos se llevé a cabo mediante ionizacién en modo negativo (ESI-).

La identificacion se llevé a cabo mediante una mezcla de estandares (20 ng/mL) a
los que se les determind el tiempo de retencién, los valores masal/carga (m/z) y
patrones de fragmentacion (MS/MS). Los resultados fueron analizados utilizando

el software MassLinx v.4.1 (Waters corp.) (Diaz-Rivas et al., 2018).

5.4. Evaluacion in vivo del efecto de la tortilla sobre el control de la obesidad

Para realizar la evaluacion del efecto antiobesogénico de las tortillas elaboradas
con harinas extruidas de maiz azul y pseudocereales se utilizaron ratas Wistar
macho de seis semanas de edad (48 animales, n=8), con peso de 160-180 g y

estas se obtuvieron del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional
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Autonoma de México (UNAM). Las ratas se alojaron dentro del bioterio de la
Facultad de Quimica en jaulas individuales de 4.52 cm? de acero inoxidable, las
cuales permiten la entrada de aire y luz, ademas de contar con un clip a prueba de
escape. De igual manera, se mantuvieron bajo condiciones ambientales estandar
(ciclo de luz/oscuridad de 12 h, condiciones de humedad del 55 + 15 % y
temperatura 25 * 2 °C). Los animales se sometieron a una semana de adaptacion
donde fueron alimentadas con una dieta estandar comercial (Rodent Lab Chow
5001) y agua ad libitum de acuerdo con lo sefialado en la NOM-062-ZO0-1999.
Las operaciones de limpieza se llevaron a cabo diariamente y se incluyeron los
bebederos, comederos, pisos y charolas de recoleccion, ademas de la limpieza de

jaulas y paredes cada tercer dia.

La manipulacién de animales durante el trabajo experimental se realizé siguiendo
las especificaciones de la NOM-062-Z00-1999 en el apartado 10.4, en donde se
indica el uso de guantes, cubrebocas y bata mientras se tiene el contacto con los
animales. Las ratas fueron identificadas por medio de una marca con colorante en
la cola, la cual no ha sido reportado que cause toxicidad. El grado de molestia
causado en los animales sera de categoria C. Todos los procedimientos se
realizaron de acuerdo con las Regulaciones Federales para la Experimentacion y
Cuidado de Animales (SAGARPA, NOM-062-Z00-1999 México) y al Comité de
Bioética de la Facultad de Quimica (UAQ) (CBQ22/060).

Después de una semana de adaptacion, las ratas se agruparon de manera
aleatoria en 7 grupos de 8 animales cada uno; grupo control sano alimentado con
una dieta estandar (Grupo 1), grupo control obeso alimentados con una dieta alta
en grasa saturada y fructosa (DAGF) (Grupo 2) la cual esta constituida por dieta
estandar (60 %), manteca de cerdo (20 %), fructosa (20 %) y DAGF con los
diferentes tipos de tortillas. Para los tratamientos, a la DAGF se le afiadi6 13 % de
tortilla, la cantidad de tortilla en el tratamiento se determiné de acuerdo al calculo
reportado por Reagan y Shaw (2008) para extrapolar dosis de humano a rata. El
13 % de tortilla en la dieta de los animales es equivalente al consumo de tortillas
per capita para la zona urbana y rural en México. Los tratamientos constaron de

DAGF suplementada con tortilla de maiz convencional nixtamalizado (Grupo 3),

23



DAGF suplementada con tortillas de maiz azul extruido (Grupo 4), DAGF mas
tortillas de maiz azul extruido con chia desgrasada extruida (Grupo 5), DAGF mas
tortillas de maiz azul extruido con amaranto extruido (Grupo 6) y DAFG méas
tortillas de maiz azul extruido con frijol tépari (Grupo 7). La preparacion de las
dietas se realiz6 bajo los lineamientos que marcan las buenas practicas de
manufactura establecidas en la NOM-251-SSA1-2009. Se utilizaron guantes de

nitrilo estériles, cofia y cubrebocas para evitar la contaminacion de las muestras.

La administracion de las dietas y los tratamientos se realizaron ad libitum durante
18 semanas, y se registro el peso de los animales semanalmente y el consumo de
alimento por semana para evaluar si el consumo de fibra dietaria total,
compuestos fendlicos extraibles y contenido energético no influyeron sobre la

disminucién de peso corporal y los parametros bioquimicos medidos.

Al finalizar el experimento, los animales se dejaron en ayuno de 8 h, el sacrificio se
llevé a cabo mediante lo indicado por la NOM-062-ZO0-1999, se realiz6 eutanasia
a través de decapitacion con guillotina, se tomaron muestras de sangre y estas se
centrifugaron durante 10 min a 2500 g para obtener suero, posteriormente se
realizé una incisién con bisturi abarcando desde el térax hasta el ano, para tener

acceso a visceras abdominales.

Se informa que como parte de la linea de investigacién de laboratorio se recolecto
el contenido colonico, tejido adiposo blanco y marrén, higado, rifién, aorta y
musculo, los cuales se almacenaran a -70 °C para posteriores estudios.

Las jeringas utilizadas se colocaron en un bote rojo de polipropileno especial para
objetos punzocortantes con una leyenda que indique “residuos punzocortantes
bioldgico-infecciosos” por un periodo maximo de 15 dias hasta su recoleccién por
la empresa Servicios Especializados en Residuos S.A. de C.V., la cual garantiza el
tratamiento de los residuos segun lo estipulado en la norma NOM-087-ECIL-
SSA1-2002. El material quirdrgico utilizado se remojé en cloro por 12 h, se lavd y

se esterilizd para su posterior almacenamiento.

Los restos de las ratas no requeridos para el estudio se almacenaron a -20 °C en

una bolsa grande color amarillo, sin rebasar el 80 % de su capacidad, dicha bolsa
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se rotuld con la leyenda “desechos patoldgicos” y se almacenaron por un periodo
de 15 dias hasta su debido transporte e incineracion, de acuerdo con el
procedimiento establecido en la NOM-087-SSA1-2002.

5.5 Determinaciones en suero de ratas experimentales

Se llevé a cabo la determinacion de glucosa sérica, asi como el perfil lipidico
(triglicéridos, colesterol y HDL-colesterol) en suero de los animales
experimentales, utilizando Kkits enzimaticos (Spinreact). Adicionalmente, se
cuantificaron los niveles de insulina sérica de los animales empleando un kit de
Elisa (Millipore). Finalmente se realizaron los calculos correspondientes para
determinar HOMA-IR.

5.6. Determinacién de microbiota intestinal

Una semana antes de terminar el experimento se recolectaron las heces de los
animales alimentadas con las dietas experimentales. Esto se realiz6, mediante
movimientos circulares en el abdomen del animal para estimular la excrecién de
las heces, las cuales se colectaron en tubos falcén estériles, las muestras se

almacenaron a -80 °C hasta su analisis.

5.6.1. Extraccién de ADN y secuenciacion

El ADN de los microorganismos presentes en las heces se extrajo usando un kit
ZymoBIOMIC DNA, siguiendo las instrucciones del fabricante, el ADN se
almacené a -20 °C hasta su andlisis. Las bibliotecas de secuenciacion se
construyeron mediante amplificacion por PCR de la region V4 del gen de ARNr
16s usando los cebadores 515F y 806R siguiendo el protocolo
(http://www.earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/16s/). Los amplicones
se purificaron usando perlas de limpieza de PCR AxyPrep Mag, cuantificadas con
Quanti-iT PicoGreen, kit de ensayo de ADNds (Invitrogen; Eugene, OR) y se
agruparon en proporciones equimolares antes de la secuenciacion, ésta se realizo
con la tecnologia lllumina MiSeq con un kit de reactivos v3 (600 ciclos). La

secuenciacion se realizdé con 10% de PhiX spike-in
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5.6.2. Andlisis metagenomico

Las lecturas de secuencia de extremo emparejado se agruparon y todas las
secuencias combinadas de 16s se filtraron, recortaron y procesaron con la
implementacion DADA2 (paquete de bioconductor R) 48 incluida en la herramienta
de Dbioinformatica de codigo abierto  myPhyloDB  version @ 1.2.1
(www.myphylodb.org/). Todos los cebadores se eliminaron de cada secuencia
utilizando el programa Python de cddigo abierto Cutadapt. Cada variante de
secuencia identificada en DADA2 se clasificO a la secuencia de referencia mas
cercana contenida en la base de datos de referencia Green genes, utilizando la
opcién usearch global (identidad minima del 97 %) contenida en el programa de
codigo abierto VSEARCH. Los analisis ANCoVA y DiffAbund se realizaron en
myPhyloDB y MicrobiomeAnalyst, y esto se us6 para calcular las puntuaciones de

diversidad alfa y beta.

Las lecturas de secuencias individuales fueron filtradas por el software PGM para
eliminar secuencias policlonales y de baja calidad y posteriormente fueron
analizadas usando QIIME. El umbral de similitud de secuencia tanto para la
seleccion de OTU como para la asignaciéon de taxonomia fue del 97 % y la base.

La diversidad fue evaluada entre diferentes tratamientos se calculdé la alfa

diversidad mediante el método de Chao utilizando la siguiente formula:

2

a
Chaol=S+ —
ao +2b

Dénde:

S: numero de especies en una muestra

a: numero de especies que estan representadas por un unico individuo
b: nimero de especies representadas por dos individuos en la muestra

Los analisis estadisticos para la determinacién de la microbiota intestinal se

realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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5.7. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos del contenido proximal y compuestos fendlicos se
expresaron como la media + la desviacion estandar. El analisis estadistico de los
datos se realizO mediante un anadlisis de varianza ANOVA con un nivel de
confianza del 95 %. La comparacién de todos los tratamientos se realiz6 con un
analisis de comparacién de medias aplicando la prueba de Tukey y al compararse

con un control se utilizé la prueba de Dunnett.

Para determinar si los datos del modelo animal deben analizarse con herramientas
paramétricas 0 no paramétricas, la distribucion de los datos se evalud con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homocedasticidad con la prueba de Levene.
Los datos paramétricos se realizaron con la prueba de Tukey, mientras que los no
paramétricos se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney. Finalmente, los
datos fueron analizados con el paquete JMP 11 (SAS Institute, Cary, NC, EE. UU).

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Contenido proximal y fitoquimico de las tortillas en estudio

Los beneficios a la salud de las tortillas elaboradas a partir de mezclas de harinas
extruidas se han atribuido al contenido de compuestos nutricionales y fitoquimicos

de sus materias primas.

En el Cuadro 1 se muestra el contenido proximal de las diferentes tortillas, las
tortillas adicionadas con chia y amaranto presentaron mayores cantidades de
grasa en comparacion con el resto de las tortillas, hasta en un 53 %. Esto se debe
a que la semilla de chia y amaranto presentan un contenido de lipidos del 33 % vy
11 %, respectivamente (Ledn-Lopez et al., 2019; Joshi et al., 2018). Mientras que
el frijol contiene 1.5 % de grasa (Salas-Lopez et al., 2018). Otro resultado
importante son los porcentajes de proteina encontrados en las tortillas adicionadas

con chia y frijol, estos granos presentan 21 % y 25 % de proteina en su
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composicion nutricional (Melo et al., 2019; Salas-Lopez et al., 2018) y el amaranto
tiene aproximadamente 15 % (Gamez-Valdez et al., 2021). Por lo tanto, estas
fueron las tortillas con mayores cantidades de proteina hasta en un 46 % en
comparacion con la tortilla MAE. EI contenido de proteina en la tortilla de maiz con
frijol coincide con lo reportado por Arechiga-Chavez y colaboradores (2020),
quienes determinaron 11.8 % de proteina en una tortilla elaborada con maiz azul y
frijol tépari. Por otra parte, Ledn-Lopez y colaboradores (2019) reportaron 14.0 %
del contenido proteico de una tortilla elaborada con maiz azul nixtamalizado con
chia, lo cual coincide con los resultados determinados en este proyecto. Sin
embargo, comparado con nuestro estudio, otros autores han reportado un
contenido lipidico mayor hasta en un 60 % para la tortila de maiz azul con
amaranto. Esto puede deberse a factores como el tipo de cultivo y cosecha que se
realiz6 a los diferentes granos y semillas (Gadmez-Valdez et al., 2021; Reyes-
Moreno et al., 2012).

Cuadro 1. Contenido proximal de tortillas elaboradas con harinas extruidas de
maiz azul y adicionadas con chia, amaranto y frijol

Maiz blanco Maiz azul MAE MAE
(%) nixtamalizado extruido MAE con chia con con
(MBN) (MAE) amaranto frijol tépari
Humedad 5.15+0.2c 8.09 + 0.2b 9.45 +0.3a 7.83+0.2b 7.82£0.2b
Cenizas 0.26 £ 0.04a 0.16 £ 0.04a 0.29 £ 0.05a 0.25 £ 0.062 0.27 £ 0.05a
Grasa 1.54+0.01bc 1.70 £ 0.1abc 2.63+0.2a 2.39 £ 0.5ab 1.21 £ 0.04c
Proteina 7.37 £ 0.1d 7.62 +0.1d 14.01+0.4a 9.28 £ 0.1c 11.71+0.2b
Carbohidratos 85.68+0.04a 82.44+0.05b 73.63+0.91d 80.25 +0.06c 79.00 +0.07c

Datos expresados como media + desviacion estandar. Valores con diferente letra en la
misma columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey).

En el Cuadro 2 se muestran los contenidos de fibra soluble, insoluble y total de
las diferentes tortillas. La tortilla con chia presentd las mayores cantidades, tanto
de fibra insoluble como de fibra soluble, en un 7 % y 51 % comparado con la
tortila de MAE y 22 % y 41 % respecto a la tortilla de MBN. Estos resultados se
pueden atribuir al elevado contenido de fibra total que presenta la semilla de chia

hasta en un 30 % (Knez et al., 2019). Mientras que los otros granos y semillas

28



presentan 7 % como el caso de frijol tépari y 6 % para el amaranto (Arechiga-
Chéavez, 2020; Baraniak y Kania-Dobrowolska, 2022).

En el Cuadro 3 se muestran los resultados del contenido polifenoles de las
diferentes tortillas. Se puede observar que la tortilla adicionada con harina de chia
presentdé una mayor concentraciéon de compuestos fendlicos totales y flavonoides
totales, hasta en un 24 % y 68 % comparado con la tortilla MAE, respectivamente.
Por lo tanto, presentan un mayor contenido de compuestos fendlicos extraibles.
Se ha reportado que la semilla de chia es un pseudocereal con altas
concentraciones de compuestos fendlicos totales y flavonoides siendo muy
abundante en daidzeina y quercetina (Knez et al., 2019).

Cuadro 2. Contenido de fibra total, soluble e insoluble en tortillas elaboradas con
harinas extruidas de maiz azul y adicionadas con chia, amaranto y frijol

. Fibra insoluble Fibra soluble . o

Tratamiento (%) (%) Fibra total (%)
Maiz blanco 1074 +2.34b | 3.00£0.75b | 13.74+1.58d
nixtamalizado (MBN) T T T
Maiz azul extruido
(MAE) 16.71 £ 0.03ab 3.98 + 0.94ab 20.69 + 0.91b
MAE con chia 18.27 + 2.06a 8.10 £ 1.79a 26.37 £ 0.27a
MAE con amaranto 14.90 + 0.59ab 1.62 + 0.88b 16.53 + 0.29cd
MAE con frijol 15.16 + 2.11ab 2.71+£0.86b 17.87 £ 1.27bc

Datos expresados como media + desviacion estandar. Valores con diferente letra en la
misma columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey).

Por otro lado, respecto al contenido de antocianinas estos compuestos fueron
mayoritarios en las tortilla elaboradas solamente con maiz azul extruido, dichas
antocianinas disminuyeron al agregar amaranto y chia debido a que estos
pseudocereales carecen de antocianinas, mientras que, las tortillas adicionadas
con frijol tépari mostraron un aumento en comparacion con las tortillas
adicionadas con pseudocereales, debido a que el frijol tépari presenta
aproximadamente 1.7 % de antocianinas en su composicion fitoquimica

(Gastélum-Avila, 2018).
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Respecto a los compuestos fenolicos no extraibles, las tortillas elaboradas con
maiz azul y frijol presentaron la mayor concentracibn de estos compuestos,
conferido por las proantocianidinas no extraibles y polifenoles hidrolizables, los
cuales fueron 18 % y 49 % mas alto que las tortillas de maiz blanco nixtamalizado,
respectivamente. Los polifenoles hidrolizables fueron determinados mediante dos
hidrolisis: acida y basica. La hidrélisis acida determina los polifenoles ligados a la
pared celular mediante enlaces glucosidicos, mientras que la hidrolisis basica
determina los polifenoles ligados por los enlaces éter y éster (Quatrin et al., 2019).
Acorde a esta informacion, los resultados mostrados en el Cuadro 3 sugieren que
las tortillas tienen una mayor cantidad de polifenoles hidrolizables unidos por

enlaces éter y éster comparados con los ligados mediante enlaces glucosidicos.

6.2. Caracterizacion de acidos fendlicos y flavonoides extraibles en las
diferentes tortillas en estudio

La caracterizacion de los compuestos fendlicos extraibles en las tortillas
elaboradas a partir de mezclas mostraron una composicion diferente a las tortillas
utilizadas como controles en este experimento. En el caso de los acidos fendlicos,
la adicion de chia enriquecié a las tortillas comparado con la tortilla de maiz azul
(MAE). Los acidos que presentaron mayor concentracion fueron el vanilico,
cafeico, quinico (precursor de acidos fendlicos), y de manera importante los acidos
caftarico y rosmarinico, desde un 36 % a un 95 %. Para la tortilla de maiz azul con
amaranto, los principales acidos identificados fueron acido benzoico y vanilico en
un 70 % y 22 %, respectivamente. Finalmente, para la mezcla de maiz azul con
frijol, de los &cidos identificados el &cido shikimico y el acido quinico (precursores
de los acidos fendlicos) mostraron un mayor contenido comparado con tortillas

MAE, enun 41 %y 62 %, respectivamente (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Cuantificacion de compuestos fendlicos extraibles y no extraibles en
tortillas de harinas extruidas de maiz azul y adicionadas con chia, amaranto vy frijol

COMPUESTOS FENOLICOS EXTRAIBLES

Maiz blanco Maiz azul MAE MAE MAE
nixtamalizado extruido con con con
(MBN) (MAE) chia amaranto frijol
Compuestos
fendlicos totales 0.90 + 0.06b 0.99 + 0.08b 1.30 £ 0.07a 0.71 £ 0.06¢c 0.99 + 0.01b
(mg EAG/Q)
Flavonoides
totales 0.21+0.0lcd | 0.29+£0.02bc | 0.90+0.06a | 0.20+0.01d | 0.34+0.02b
(mg ECATI/Qg)
Antocianinas
monomeéricas 0.01 £ 0.01d 77.24 + 0.06a 42.68 £0.03c | 40.12 £0.02c | 54.30 + 0.05b
(mg EC3G/100 g)
Proantocianidinas
extraibles 0.19 £ 0.01c 0.21 + 0.02b 0.19 £ 0.01c 0.21 +£0.01b 0.24 £ 0.01a
(mg EPA/g)
COMPUESTOS FENOLICOS NO EXTRAIBLES
Proantocianidinas
no extraibles 1.24 + 0.05c¢c 1.44 £ 0.04b 1.48 + 0.05ab 1.44 £ 0.04b 1.52 + 0.04a
(mg EPA/Q)
Polifenoles
hidrolizables
(hidrélisis basica) 0.84 £ 0.04c 1.32 £ 0.08b 1.53 £ 0.07ab 1.31 £ 0.09b 1.66 £ 0.02a
(mg EAG/g)
Polifenoles
hidrolizables 0.53 + 0.02d 0.95+0.09ab | 1.09+0.09a | 0.73+0.07c | 0.82 +0.02bc

(hidrélisis acida)
(mg EAG/g)

Datos expresados como media + desviacion estandar. Valores con diferente letra en la
misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey).

Adicionalmente, la mayoria de los &cidos determinados estuvieron en mayor

concentracion en la tortilla de MAE comparado con la de MBN a excepcion del

acido ferulico, el cual fue mayor en un 85 % en MBN.

Para el caso de flavonoides, la catequina fue detectada solamente en la tortilla de

MAE con frijol, mientras que la rutina disminuy6 en todas las mezclas de tortillas

comparada con la tortilla de MAE (63 %). Ademas, este flavonoide se detectd en

mayor concentracion en MAE (hasta 13 veces) comparado con MBN (Cuadro 4).
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La semilla de chia contiene concentraciones de acido vanilico de 0.01 mg/g y una

mayor cantidad de acido caftarico de 0.07 mg/g (Abdel-Aty et al., 2021; Rodriguez-

Lara 2021). Esto es acorde a lo encontrado en la tortilla de maiz azul chia, en la

cual se presentd una mayor cantidad de acido caftarico comparado con &cido

vanilico. Para el caso del acido benzoico, la mayor concentracién detectada en la

tortila de maiz mezclada con amaranto se debe a las altas concentraciones

reportadas para este pseudocereal, hasta de 0.10 mg/g (Pasko et al., 2008;

Oyekemi, 2022). Finalmente, para el frijol comun se han reportado cantidades de

hasta 0.0005 mg/g de acido shikimico (Nicolas-Garcia et al., 2021). Sin embargo,

para el frijol tépari se desconocen las cantidades presentes de acidos fendlicos.

Cuadro 4. Contenido de &acidos fendlicos y flavonoides en tortillas de harinas
extruidas de maiz azul y adicionadas con chia, amaranto vy frijol

MAE con ..
MAE con MAE con frijol
Compuesto MBN (ng/g) | MAE (ng/g) . amaranto
chia (ng/g) (ng/g)
(ng/g)
Acidos fenélicos

Acido benzoico 0.029 + 0.001b ND 0.049 + 0.012b| 0.164 + 0.001a ND
Acido 4-
hidroxibenzoico ND ND ND ND 0.071 £ 0.001
Acido
protocatecuico ND 0.265 + 0.001a |0.253 + 0.001a| 0.020 + 0.001c |0.119 + 0.002b

Acido coumarico

1.807 + 0.629a

1.882 + 0.035a

0.582 +0.242b

0.867 +0.021b

0.646 £ 0.222b

Acido vanilico

0.177 £0.021cd

0.249 £ 0.027bc

0.392 + 0.044a

0.321 £ 0.029ab

0.111 £ 0.024d

Acido shikimico

ND

0.586 = 0.072b

ND

0.463 = 0.061b

1.003 + 0.076a

Acido cafeico

ND

0.116 = 0.004b

0.273 £ 0.001a

ND

ND

Acido quinico

0.026 £ 0.003d

0.373 £0.007b

0.955 + 0.022a

0.272 + 0.001c

0.986 + 0.016a

Acido ferdlico

10.133 + 0.081a

1.549 + 0.058b

1.022 + 0.060c

0.694 +0.018d

0.719 £ 0.068d

Acido sinapico ND 0.099 + 0.002 ND ND ND

Acido caftarico 0.084 + 0.001c | 0.129 £ 0.019b [2.495 + 0.218a| 0.099 + 0.001c ND

Acido rosmarinico ND ND 8.020 + 1.056 ND ND
Flavonoides

Catequina ND ND ND ND 0.074 + 0.002

Rutina 0.041 +£0.002e | 0.549 + 0.007a |0.299 + 0.011c|0.436+ 0.007b | 0.199 + 0.015d

Datos expresados como media + desviacion estandar. Valores con diferente letra en la
misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey).
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6.3. Evaluacion in vivo de las diferentes tortillas en estudio

Para demostrar el efecto benéfico de las tortillas elaboradas con MAE vy
adicionadas con chia, amaranto vy frijol, se llevo a cabo un estudio preventivo con

ratas alimentados con una dieta hipercaldrica y adicionada con dichas tortillas.

En la Figura 2 se muestra la ganancia de peso corporal de los animales
alimentados con los diferentes tratamientos, hubo un aumento del 12 % en el
grupo alimentado con DAGF en comparacion con el grupo de la dieta estandar.
No se muestra una diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes
tratamientos. Sin embargo, es importante mencionar que el tratamiento con menor
ganancia de peso corporal fue el que consumio tortilla de MAE con frijol ya que

gano menor peso en un 6 % en comparacion con el grupo de la dieta estandar.

Esta disminucion del peso corporal puede ser parcialmente atribuido al menor
consumo de kilocalorias (15 %) presentado por los animales alimentados con
DAGF + MAE con frijol en comparacion con el grupo alimentado con DAGF (Figura
3).

Estos resultados coinciden con lo reportado con otros autores como Orozco Yy
colaboradores (2017), quienes trabajaron con tortillas de maiz adicionada con
inulina y no encontraron diferencia en el peso de corporal de personas sanas al
consumir 5 tortillas diarias. Mientras que, otros autores encontraron un aumento
de peso corporal del 13 % en ratas alimentadas con tortilla adicionada con harina
de nopal y aguacate, este aumento de peso podria estar asociado con el
contenido lipidico de las tortillas, el cual fue 9.8 %, 7 veces mas que el contenido
lipidico presente en las tortillas de nuestro experimento (Rodiles-Lépez et al.,
2019). Es importante resaltar que en nuestro estudio no se observa un aumento
de peso corporal al consumir 7 tortillas diarias incorporadas en una dieta

hipercaldrica.

33



650+

a 3
600
-+ DE
| ~+ DAGF
~ DAGF +MBN
~ DAGF + MAE

-+~ DAGF + MAE con chia

-+ DAGF + MAE con amaranto
=+~ DAGF + MAE con frijol

Peso corporal (g)
£ e 4]
(=] (4] (=]
A .

3504

3004

250+

| ] 1 1]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Semana

Figura 2. Ganancia del peso corporal de animales alimentados con una dieta
suplementada con tortillas elaboradas con harinas extruidas de maiz y
adicionadas con pseudocereales y frijol extruidos.

DE: dieta estandar. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: Maiz blanco nixtamalizado. MAE:

Maiz azul extrudido. Diferente letra en la misma semana para cada tratamiento indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey).
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Figura 3. Consumo semanal de kilocalorias de los animales alimentados con una
dieta suplementada con las diferentes tortillas.

DE: dieta estandar. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: maiz blanco nixtamalizado. MAE:
maiz azul extruido. Diferente letra en la misma semana para cada tratamiento indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey).
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6.4. Determinacion de lipidos en suero y resistencia ainsulina de los
animales alimentados con las diferentes tortillas en estudio

Se determinaron también los lipidos séricos de los animales experimentales
(Cuadro 4). Para el caso de triglicéridos hubo una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo de la dieta estandar y la dieta hipercalérica quien
presentd una concentracion mas alta (47 %). No hubo diferencia estadisticamente
significativa entre ninguno de los tratamientos alimentados con DAGF. Sin
embargo, es importante mencionar que hubo una disminucién del 9 % en el grupo
gue consumio tortilla de MAE con frijol en comparacion con el grupo alimentado
con DAGF. Estudios previos con ratas genéticamente obesas y alimentadas con
frijol tépari durante 13 semanas se reportd una disminucion de los triglicéridos en
suero hasta en un 50 % (Rodgers et al., 2007). Sin embargo, en dicho estudio se
evalu6 una dieta adicionada con 56.4 % de frijol tépari, mientras que en nuestro
estudio el contenido de frijol en la tortilla y adicionado a la DAGF correspondia a
un 3.9 % de esta leguminosa. Por lo tanto, una mayor concentracion de frijol tépari

en la tortilla podria tener un mayor efecto hipotrigliceridémico.

La determinacién de colesterol sérico y HDL-colesterol no present6 diferencia
significativa entre ninguno de los grupos del estudio, esto coincide con lo
reportado por Orozco y colaboradores (2017). Estos autores evaluaron los efectos
del consumo de 5 tortillas diarias adicionadas con inulina y no encontraron una
diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones de colesterol y

HDL-colesterol sérico después de la intervencién con tortillas.
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Cuadro 5. Determinacion de lipidos en suero de ratas alimentadas con una dieta

suplementada con las diferentes tortillas

Tratamiento Triglicéridos Colesterol HDL
mg/DI mg/dL mg/dL

DE 47.25 + 3.07b 57.00+2.26a | 24.21 +1.41a
DAGF 87.38 +2.032 |02.1620.99a | 4199340509
DAGF + MBN 83.50 + 4.902 52.30+0.75a | 18.24 +1.47a
DAGF + MAE 81.83 + 3.702 5743 +1.14a | 19.56 + 1.27a
DAGF + MAE con chia 91.63 + 4.902 59.81 +1.18a | 20.33 +1.24a
DAGF + MAE con 8328 +3.64° | 58.56 +1.25a | 23.62+1.73a
amaranto

DAGF + MAE con frijol 79.8 + 1.252 5166 +1.01a | 21.19 +1.74a

Los valores son expresados como la media + el error estandar. Valores con diferente letra en la
misma columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey). DE: dieta
estandar. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: maiz blanco nixtamalizado. MAE: maiz azul
extruido.

Se determind la resistencia a insulina de los diferentes grupos experimentales, la
glucosa sérica no presentd diferencias significativas entre ninguno de los grupos
de estudio. Rodiles-Lopez y colaboradores (2019), realizaron un estudio con ratas
Wistar alimentadas durante 21 dias con una dieta hipercolesterolémica e
hipertrigliceridémica adicionada con 71 % de tortilla, las cuales fueron elaboradas
con harina de nopal (2.5 %) y aguacate (2.5 %). Estos autores reportaron una
disminucién de glucosa sérica del 24 % y dicho efecto fue atribuido principalmente
al contenido de nopal y no asociaron el efecto a la tortilla. Sin embargo, en este
experimento se utiliz6 una proporcién 5 veces mayor de tortilla en la dieta, en

comparacion de nuestro estudio, lo cual podria explicar los beneficios observados.

Para el caso de insulina, hubo una diferencia estadisticamente significativa entre
el grupo DE quien presentd una menor concentracion (49 %) en comparacién con
el grupo DAGF. Un resultado no esperado fue el aumento de insulina sérica en el
grupo alimentado con tortilla de MAE con amaranto quién presento las mayores
concentraciones de esta hormona (70 %) en comparacién con el grupo sano o

DE. El mismo comportamiento se presentd para la resistencia a insulina (HOMA-
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IR), en donde el grupo obeso (DAGF) mostré un mayor indice del 32 %
comparado con el DE, y los animales alimentados con tortillas adicionadas con
chia y amaranto, presentaron valores mayores de HOMA en un 31 % y 42 %
respectivamente, respecto al grupo DAGF (Cuadro 6).

Cuadro 6. Determinacién de resistencia a insulina de ratas alimentadas con una
dieta suplementada con las diferentes tortillas

Tratamiento Glucosa Insulina
(mg/dL) (ng/mL) HOMA-IR
Dieta estandar 138.63+3.65a  2.98 + 0.24d 5.14 + 0.63C
DAGE 14432 +1.62a  5.77+0.19¢c 7.39 + 0.29bc
DAGF + maiz blanco 137.09+2.7la  7.64+0.44b  9.05+ 0.61labc
nixtamalizado
DAGF + maiz azul 140.64 +3.0la  6.08 + 0.13c 7.36 + 0.35bC

extruido (MAE)
DAGFE + MAE con chia 150.62 + 2.23a 7.63+0.27b 10.80 + 0.38ab

DAGF + MAE con 143.73 + 3.09a 10.3 + 0.342 12.73 +1.712
amaranto
DAGE + MAE con frijol 14567 +2.22a  6.53 + 0.09bc 8.81 + 1.94bc

Los valores son expresados como la media + el error estandar. Valores con diferente letra en la
misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey). DE: dieta estandar.
DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: maiz blanco nixtamalizado. MAE: maiz azul extruido.

Uno de los principales componentes de las tortillas es el almidon y su hidrolisis
durante la digestion podria incrementar el contenido de glucosa sanguinea y la
resistencia a la insulina. Para determinar la relacion del contenido de almidon en
las tortillas y dicha resistencia, se llevdé a cabo la cuantificacion de este. Las
tortillas de MAE con chia presentaron el menor contenido de este carbohidrato (49
%), mientras que la concentracion de MAE con amaranto y de MAE fueron del 62
% (Figura 4). La resistencia a la insulina (HOMA-IR) de este grupos fueron del
7.36 % y 12.73 %, respectivamente y MAE con chia que presentd el menor
contenido de almidon y alta resistencia a insulina (HOMA-IR, 10.80). Por lo tanto,
no existe relacién entre el porcentaje de almidén disponible y la resistencia a esta

hormona.
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Figura 4. Porcentaje de almidon disponible presente en las diferentes tortillas en

estudio.
DE: dieta estandar. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: maiz blanco nixtamalizado. MAE:
maiz azul extruido. Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia estadistica

significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey).

6.5. Consumo de fibray compuestos fendlicos extraibles de los animales
alimentados con las diferentes tortillas en estudio

Para determinar la asociacion de los compuestos fendlicos extraibles y fibra
dietaria sobre los efectos fisiolégicos, se determiné el consumo de estos en los
diferentes tratamientos. Para el caso de compuestos fendlicos extraibles los
grupos de MAE y MAE con chia consumieron una mayor cantidad de estos (6 %)
en comparacion con el grupo alimentado con la DAGF. Por otro lado, el consumo
de fibra fue mayor en los grupos de MAE con chia y MAE con frijol, éstos
consumieron 38 % mas en comparacion con el grupo alimentado con la DAGF
(Figura 5). A pesar de que el grupo de MAE con chia present6 el mayor consumo
de polifenoles y fibra dietaria, el tratamiento con esta tortilla no present6 beneficios

a la salud e incrementé la resistencia a insulina (Figura 5).
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Figura 5. Consumo semanal de compuestos fendlicos (a) y fibra dietaria (b) de los
animales alimentados con una dieta suplementada con las diferentes tortillas.

DE: dieta estandar. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: maiz blanco nixtamalizado. MAE:
maiz azul extruido. Diferente letra en la misma semana para cada tratamiento indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey).
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6.6 Determinacién de la microbiota intestinal en los animales alimentados
con las tortillas en estudio

Respecto a la composicion de la microbiota intestinal esta se determiné para
evaluar la asociacion de esta con los efectos observados in vivo, tales como un
incremento de la resistencia a insulina. En la abundancia relativa a nivel filo se
puede observar que los filos Firmicutes y Bacteroidetes son los de mayor
abundancia, integrando hasta un 90 % el contenido de la microbiota intestinal, lo
cual coincide con lo reportado en la literatura (Amabebe et al., 2020; Carbone et
al., 2021; Houghton et al., 2023). El filo Firmicutes es el que se asocia a un
fenotipo de obesidad, lo cual coincide en nuestro estudio ya que el grupo
alimentado con DAGF fue quien presenté mayor abundancia relativa respecto a
este filo. Por otro lado, el filo Bacteroidetes se encuentra asociado a un fenotipo
saludable. De igual manera, en nuestro estudio el grupo alimentado con una DE
(sano) mostr6 el mayor porcentaje de abundancia relativa respecto al filo
Bacteroidetes. En general, los tratamientos adicionados con tortilla a base de
mezclas con harinas extruidas mostraron un contenido similar del filo
Bacteroidetes con respecto al grupo de la dieta estandar. Por lo tanto, el consumo
de tortillas modificé la composicién de la microbiota intestinal. Ademas de estos
dos filos, también se presenté de manera importante los filos Euryarchaeota,
Proteobacteria y Actinobacteria (Figura 6). Esto coincide con lo reportado por
Chiou y colaboradores (2022) quienes demuestran una mejora en la composicion
bacteriana a nivel filo de la microbiota intestinal al consumir maiz con alto

contenido de amilosa

La alfa diversidad es una medida que estima la riqgueza y uniformidad de la
composicién de la microbiota intestinal de cada individuo. En la Figura 7 se
muestra el resultado de la alfa diversidad medido a través del método Chaol que
hace referencia a la riqueza de cada grupo alimentado con los diferentes
tratamientos. No se muestra una diferencia entre los tratamientos respecto al
grupo alimentado con la DAGF, el grupo alimentado con la dieta estdndar mostro

una menor riqueza en comparacion de los demas grupos, esto sugiere que éste
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grupo presenta una menor disbiosis intestinal debido a la disminucion de la
riqueza bacteriana, es decir, podria presentar una mayor uniformidad entre las

bacterias presentes en cada individuo de este grupo.

DAGF+MAE con frijol -
DAGF+MAE con amaranto -

DAGF+MAE con chia .

DAGF+MAE -
DAGF+MBN =
DAGF =
DE -
[ | i i i ]
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Firmicutes Proteobactetia Cyanobacteria
Phylum Bacteroidetes Actinobacteria Tenericutes
Euryarchaeota Saccharibacteria Spirochaetae

Figura 6. Abundancia relativa de la composicion de la microbiota intestinal de

ratas alimentadas con las diferentes tortillas.
DE: Dieta estandar. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: maiz blanco nixtamalizado. MAE:
maiz azul extruido
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Figura 7. Alfa diversidad medida con el método Chaol referente a la riqgueza
bacteriana de cada grupo alimentado con las diferentes tortillas.

DE: Dieta estandar. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: maiz blanco nixtamalizado. MAE:
maiz azul extruido

La beta diversidad representa la comparacion de comunidades microbianas en
funcién de su composicion. Proporciona una medida de distancia o diferencia
entre cada muestra. En la Figura 8 se muestran los resultados de la beta
diversidad medida con el método de Bray-Curtis y graficado mediante el andlisis
de coordenadas principales (PCoA), este método representa un grafico de dos o
tres dimensiones. Los ejes proyectados muestran una variacion de 35 % de los
datos, ademas se muestra una tendencia de separacion en la distribucién de los
animales experimentales alimentados con dieta estandar respecto a los
alimentados con DAGF con o sin tratamiento, esto podria reflejar que el factor de
cambio de la beta diversidad de la microbiota intestinal de los animales fue la
inclusion de grasa y fructosa a la dieta. Por otro lado, los tratamientos a base de
tortilla muestran una tendencia similar de variabilidad y distribucion al grupo
DAGF.

Con base en lo anterior se observa que la alfa y beta diversidad de los
tratamientos adicionados con las diferentes tortillas muestran una rigueza
bacteriana, y una variabilidad y distribucion similar a la DAGF. Por lo tanto, el
consumo de las diferentes tortillas no alter¢ la riqueza bacteriana y el aumento de

la resistencia a insulina no esta asociado a modificaciones de la microbiota. Estos

42



resultados concuerdan con algunos otros reportados en los que se trabaja in vivo

con diferentes tipos de maiz como el blanco, amarillo y naranja, Chang y

colaboradores (2022) reportan una mejora en la composicion de la microbiota

intestinal a nivel filo, sin embargo en su alfa y beta diversidad no hay diferencia

estadistica significativa al consumir 56 % de maiz en la dieta de pollos de engorda.
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Figura 8. Determinacién de la beta diversidad medida el método Bray-Curtis
referente a la riqueza bacteriana de cada grupo alimentado con las diferentes

tortillas.

DE: dieta estandar. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. MBN: maiz blanco nixtamalizado. MAE:

maiz azul extruido

7.0 CONCLUSIONES

La tortilla elaborada con mezclas extruidas de maiz azul con chia presentaron la

mayor concentracion de proteinas, fibra total y contenido de compuestos fendlicos

extraibles. Mientras que la mezcla de maiz azul con frijol presenta una mayor

concentracion de compuestos polifendlicos no extraibles.
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El consumo de tortilla no disminuyé la ganancia de peso corporal con ninguno de
los tratamientos, presentandose solamente una disminucién del 6 % en el grupo
alimentado con tortilla de MAE con frijol. Dicho efecto podria estar asociado a la

menor ingesta del contenido calorico.

El consumo de tortillas no disminuyd los lipidos sanguineos vy las tortillas de MAE

con chia y amaranto incrementaron la resistencia a insulina.

El mayor consumo de fibra y compuestos fendlicos provenientes de las tortillas

experimentales, no mejoraron los beneficios a la salud asociados a la obesidad.

El consumo de tortilla modificé la microbiota intestinal a nivel filo. Sin embargo, la
alfa y beta diversidad no presentaron cambios significativos de éstas. Por lo tanto,
el incremento de la resistencia a insulina no esta asociado a modificaciones

bacterianas.
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