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RESUMEN

El incremento en el consumo de botanas ha obligado a generar propuestas
saludables que permitan no sdlo la saciedad sino el aporte de beneficios en la salud,
especialmente en la prevencion de las Enfermedades No Transmisibles (ENT). El
uso de ingredientes de la dieta tradicional mexicana como el maiz y el frijol se perfila
como alternativa gracias a sus compuestos bioactivos vinculados a la reduccion del
efecto de las ENT por su accion sobre inflamacion celular, punto de partida de estas.
Por ello, el objetivo de este trabajo fue caracterizar y evaluar el potencial
antiinflamatorio de la fraccion no digerible (FND) de una botana horneada de harina
de maiz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido.
Para ello, se caracterizaron quimica y nutracéuticamente las materias primas y la
botana horneada y se obtuvo el extracto fermentado de la FND (EFFND) a través
de una de digestion gastrointestinal in vitro y fermentacién colénica in vitro. Los
compuestos fendlicos (CF) se liberaron a lo largo del tracto gastrointestinal, variando
su bioaccesibilidad y absorcién (9 — 19 %), presentando concentraciones en el
EFFND de 24 horas (EFFND24) mayores a los demas tiempos de fermentacion y
mayores valores de capacidad antioxidante (ABTS y DPPH). Los CF vy
oligosacaridos (OS) que no fueron absorbidos alcanzaron el colon donde fueron
fermentados por la microbiota colénica generaron cambios en el pH y produjeron
acidos grasos de cadena corta (AGCC) (acético, propionico y butirico) como
producto de la actividad fermentativa. EI EFFND24 también mostré potencial
antiinflamatorio al reducir la produccion de 6xido nitrico (hasta el 87%) de forma
dosis-dependiente en macrofagos RAW 264.7 previamente estimulados con
lipopolisacéridos. Estos hallazgos sugieren el uso potencial de botanas de maiz y
frijol en la prevencion de las ENT gracias a propiedades bioldgicas en procesos

inflamatorios asociados a CF y AGCC.

Palabras Clave: Botanas, inflamacion celular, acidos grasos de cadena corta,

compuestos fendlicos.



ABSTRACT

Increasing on world’s snack consumption has led to generate healthy
proposal that allow not only satiety but also health benefits, especially on non-
transmissible diseases (NTD) prevention. Use of Mexican diet traditional ingredients
like corn and beans profile has an alternative due their bioactive compounds linked
to the reduction of NTD effects by its action over cell inflammation, the origin of many
of them. Thus, the objective of this work was to characterize and evaluate the anti-
inflammatory potential of the non-digestible fraction (NDF) from an oven-baked
nixtamalized corn (Zea mays L.) and cooked common bean (Phaseolus vulgaris L.)
snack. Briefly, the raw materials and the oven-baked snack was chemical,
nutraceutical characterized, and the fermented non-digestible fraction (FNDF) was
obtained performing in vitro gastrointestinal and in vitro colonic fermentation. The
phenolic compounds (PC) were released along the gastrointestinal tract, varying it
bioaccesibility and absorption (9 — 19 %), where the FNDF of 24 hours (FNDF24)
had the higher concentrations of them compared to the other fermentation times,
and higher antioxidant capacity values (ABTS and DPPH). The PC and
oligosaccharides that were not absorbed reached colon where they were fermented
by colonic microbiota, producing pH changes and short-chain fatty acids (SCFA’s)
(acetic, propionic, butyric) as result of fermentative activity. The FNDF24 also
exhibited anti-inflammatory potential by a dose-dependent decreasing of nitric oxide
production (87%) on RAW 264.7 macrophages previously stimulated with
lipopolysaccharides. These findings suggest the potential use of corn and bean
snacks on the prevention of NTD related to biological properties on inflammatory

processes associated to PC and SGFA'’s.

Keywords: Snacks, cell inflammation, short-chain fatty acids, phenolic compounds.
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l. INTRODUCCION

Es indiscutible el papel que han desempefiado el maiz y el frijol en la historia
de Mesoamérica, llegando a convertirse en los dos alimentos méas importantes de
la nutriciobn de grandes grupos poblacionales de América Latina (Paredes-Lo6pez et
al., 2006). Hoy en dia el consumo de estos dos productos aporta importantes
nutrientes, lo que hace relevante su ingesta, y mas por el gran potencial nutracéutico
que tienen, el cual ha sido asociado principalmente a la disminucion de las
Enfermedades No Transmisibles (ENT) como el sobrepeso, la obesidad, la diabetes
tipo I, enfermedades cardiovasculares y cancer, entre otras, que tienen como punto
de partida un origen inflamatorio a nivel celular (Hotamisligil et al., 1993; Hotamisligil
et al., 1995; Pradham, 2007; Pradham et al., 2003; Riordan et al., 2009; Weisberg
et al., 2003).

El uso de la técnica alcalina de coccion de maiz, conocido como
nixtamalizacion, se ha sugerido que surgid6 de modo accidental en las antiguas
sociedades mesoamericanas y representd un procedimiento crucial en la
preparacion de productos a base de maiz porque ayudd a hacer mas accesible el
grano y a mejorar su calidad nutricional al incorporar calcio a la matriz alimenticia
que representa el maiz y mejorar su calidad proteica (Bressani, 2008; Paredes-
Lépez et al., 2006).

Estos productos a base de maiz han encontrado alta diversificacion
expresado en el consumo de tortillas y botanas que han alcanzado buena
popularidad (como los totopos y las tostadas), aunque esto no las exime de su fama
de ser consideradas de bajo valor nutrimental, papel relegado a los cambios
fisicoquimicos y nutrimentales de sus componentes durante su proceso de
transformacion y las deficiencias nutricionales de los que parte la materia prima de
elaboracion (como son el bajo contenido de aminoacidos esenciales como lisina y
triptéfano), sin que ello implique descartar el alto aporte nutrimental de la
nixtamalizacion como procedimiento que incrementa el contenido de minerales de
estos productos y aumenta la digestibilidad proteica . Asimismo, los procesos de

fritura y extrusion (que son los que principalmente se aplican en la elaboracién de
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botanas) afiaden cantidades considerables de aceite y acidos grasos saturados (en
estos ultimos, especialmente en la adicion de sabores, ya que su alta hidrofobicidad
requiere de vehiculos lipidicos) que estan relacionados con problemas para la salud
(Capriles et al., 2009)

La alta demanda mundial de botanas hace relevante la investigacion y
elaboracion de las mismas cumpliendo las caracteristicas nutrimentales y
nutracéuticas que sean benéficas para la salud, lo que ha llevado a impulsar la
utilizacién de materias primas que ofrezcan éstas caracteristicas y que se conviertan
en alternativas saludables que permitan, a largo plazo, el reemplazo de botanas
poco saludables. Entre estas materias primas, las combinaciones de harinas de
maiz y frijol conforman una mezcla importante porque presentan un perfil
nutracéutico complementario, donde las deficiencias en aminoacidos esenciales del
maiz son cubiertas por un mayor y mejor perfil de aminoacidos de frijol, asi como el
aporte conjunto de compuestos bioactivos (polisacaridos, compuestos fendlicos,
oligosacaridos, etc.) (Bressani, 2008; Paredes-L0Opez et al., 2006; Trevifio-Mejia et
al., 2016).

Asimismo, evidencia ha indicado que gran parte de la patogénesis de las ENT
se relaciona con el proceso de inflamacion celular al haberse encontrado varios
mediadores pro inflamatorios e incremento de la expresion de sus mMARN en muchas
de estas enfermedades. La inflamacion ha sido vinculada, tras evidencia derivada
de estudios epidemiologicos y modelos animales, con la resistencia a la insulina
(Pradham, 2007; Pradham et al, 2003), con la obesidad al considerarse ésta
marcada por una respuesta inflamatoria (Hotamisligil et al., 1993; Hotamisligil et al.,
1995) y las patologias inflamatorias mucosas (Pradham, 2007; Monk et al., 2015).

Finalmente, es importante también investigar los efectos significativos en la
salud que puedan aportar estas nuevas alternativas nutricionales con el fin de
validar sus referidas propiedades nutracéuticas y nutrimentales, por lo que el
objetivo de este trabajo es la caracterizacion y evaluacién de la actividad
antiinflamatoria de la fraccion no digerible de una botana horneada de harina de

maiz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido.
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Il ANTECEDENTES
II.1. DIETA Y SALUD

Histéricamente hablando, los sistemas alimenticios y los patrones en la dieta
se han relacionado intrinsecamente con la vida social, cultural y econémica, y han
dotado a los individuos de determinadas comunidades de una identidad nacional.
Estos patrones de dieta, si bien no eran nutricionalmente ideales, se relacionaban
con bajas tasas de obesidad y enfermedades cronicas, ahora reconocidas como no
transmisibles (Monteiro y Cannon, 2012). Desafortunadamente, el desplazamiento
de los sistemas tradicionales de alimentacion en Africa, Asia y Latinoamérica por
productos ultra procesados ricos en azucares, grasas o sales, comercializados por
grandes corporaciones trasnacionales de alimentos y bebidas se ha incrementado
rapidamente desde la década de 1980 y ello ha generado un incremento de las ENT
como la obesidad (Monteiro & Cannon, 2012). Esta Ultima ha sido tal vez una de las
enfermedades mayormente vinculadas a la dieta; Tanumihardjo et al. (2007) han
descrito una paradoja que enlaza pobreza, inseguridad alimentaria y malnutricién a
obesidad (o el estado de sobre nutricion), en la que indican que a pesar de que la
dieta de muchas personas que viven en la pobreza tiene la cantidad adecuada de
calorias que requieren para sus actividades diarias, la falta de calidad dietaria de su
ingesta es insuficiente para promover un nivel de salud adecuado y prevenir las
ENT.

Se considera que sélo en México, el sobrepeso y la obesidad se han
convertido en el factor de riesgo modificable mas importante, donde cerca del 71.3
% de los adultos mexicanos padecen una condicion de éste tipo, especialmente en
la cuarta y quinta década de vida (Barquera et al., 2013). Se ha estimado que para
el afio 2017 las pérdidas por enfermedades atribuibles al sobrepeso y la obesidad

llegara a los $77,919 millones de pesos (Secretaria de Salud de México, 2010).

Por lo tanto, se ha propuesto la necesidad de incrementar los esfuerzos por

estimular una alimentacion saludable centrada en alimentos y preparaciones
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tradicionales, buscando maneras de orientar a la poblacion a realizar elecciones
saludables en el consumo de alimentos industrializados. Adicional a la dieta, la
actividad fisica y los estilos de vida que reduzcan el sedentarismo también se han
planteado como alternativas importantes para la reduccion de la incidencia de las
enfermedades ya mencionadas (Barquera et al., 2013; FAO-WHO, 2004).

I.2. MAIZ (Zea mays L.)
[1.2.1. Generalidades

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales mas importantes en la dieta
y nutricion de un amplio nimero de poblacion en el mundo, proveyendo junto al
trigo y la avena al menos el 30 % de las calorias a mas de 4500 millones de
personas en 94 paises. El maiz también es un ingrediente clave en la
alimentacion animal y ha sido utlizado extensivamente en productos
industriales, incluidos los biocombustibles (Arendt & Zannini, 2013; Shiferaw et
al., 2011). En América Latina, especialmente en México y Centro América, el
maiz se consume principalmente en la poblacion rural, mas en la poblacion
femenina que en la masculina, encontrandose un incremento en su consumo en

virtud de la reduccion del ingreso econdmico (Bressani, 2008).
[1.2.2. Estructura y composicién quimica

El grano de maiz, botanicamente hablando, es una caridpside formado
por cuatro estructuras principales: el pericarpio o cascara, el germen o embrién,
el endospermo y la pilorriza (pedicelo o pedunculo) como se muestra en la Figura
1 (Delcour & Hoseney, 2010).
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Figura 1. Corte longitudinal (a) y transversal (b) del grano de maiz.

(Delcour & Hoseney, 2010)

El pericarpio, cascara o salvado tiene un elevado contenido de fibra cruda
(87 %) constituida fundamentalmente de hemicelulosa y celulosa que conforman
una red que protege y contiene a las demas estructuras del grano. El resto de la
composicién quimica de la misma son cenizas, proteinas y azlUcares (Benitez-
Cardoza y Pfeiffer-Perea, 2006).

El germen del grano contiene aproximadamente 34 % de lipidos, 19 % de
proteinas y 28 % de materiales solubles (azucares, proteinas hidrosolubles,
vitaminas y minerales) y algunos materiales insolubles en menor proporcién. En
ésta seccion del grano se encuentra cerca del 65 % del contenido total de
albuminas y el 25 % del total de globulinas (Eckhoff et al., 2003). El endospermo
se clasifica en: duro (cérneo y vitreo) y suave (opaco y harinoso); en el primero
de ellos los granulos de almidon estdn densamente empaquetados por una
gruesa matriz proteica, mientras que en el segundo la matriz proteica es delgada
(Eckhoff et al., 2003). Aproximadamente el 98 % del total del almidén del grano

se encuentra en el endospermo (Arendt & Zannini, 2013). La pilorriza es la



seccion que conecta al grano con la mazorca, actuando como via de paso de

nutrientes de la mazorca al grano (Eckhoff et al., 2003).

Esta conformacion estructural del grano es responsable del contenido
nutricional del maiz, que va a depender de la variedad y condiciones ambientales
donde se cultive, aunque en términos generales la composicién quimica del

grano se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion quimica porcentual del maiz discriminado por fracciones
(%)

. Carbohidratos . _
Fraccién del Grano Grano  Proteina Lipidos  Cenizas
Almidén  Azlcares

Pilorriza
0.8 9.1 5.3 1.6 3.8 1.6
(Pedunculo, Pedicelo)
Pericarpio 5.3 3.7 7.3 0.3 1.0 0.8
Germen 11.5 18.8 8.2 10.8 34.5 10.1
Endospermo 82.3 9.4 86.4 0.6 0.8 0.3
Grano Entero 100 10.3 81.5 2.0 4.8 1.4

(Paredes-Lépez et al., 2006)

[1.2.3. Compuestos bioactivos

Los fitoquimicos, definidos como compuestos vegetales bioactivos, han
sido relacionados con la reduccidn del riesgo de ENT como: obesidad, diabetes
tipo 2, cardiovasculares y cancer (Boivin et al., 2009; Sun et al., 2002). Se estima
gue mas de 5000 fitoquimicos han sido identificados en frutas, vegetales y
granos, y un largo porcentaje sigue aun sin descubrir. Estos compuestos pueden
clasificarse principalmente en compuestos fendlicos, carotenoides, alcaloides,

compuestos nitrogenados y compuestos sulfurados, entre otros (Liu, 2004).
[1.2.3.1. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fenolicos son considerados como una de las mas
importantes fuentes de antioxidantes en cereales. La mayoria de los

compuestos fendlicos conjugados son los flavonoides, donde los fenoles se
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encuentran enlazados principalmente a acidos fendlicos (Cuevas-Montilla et
al., 2011).

Los compuestos fendlicos tienen uno 0 mas anillos aromaticos con uno
0 mas grupos hidroxilo y son generalmente clasificados como acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas y taninos. Estos son productos
del metabolismo secundario de las plantas y proveen funciones esenciales
en la reproduccion y crecimiento de las mismas; actlan como mecanismos
de defensa contra diferentes patdgenos, enfermedades, parasitos y
depredadores y contribuyen al color de las plantas (Liu, 2004). De la Parra et
al., (2007) han reportado que el mayor contenido de compuestos fendlicos

totales se encuentra en maiz amarillo, seguidos del azul y el blanco.

Entre los flavonoides, de los cuales se han identificado mas de 4000,
han sido descritos las flavonas (apigenina, luteolina), flavonoles (quercetina,
miricetina), flavononas (naringenina, herperidina), catequinas (epicatequina,
galocatequina), antocianidinas (cianidina, pelargonidina) e isoflavonas
(genisteina, daidzeina), cuya principal diferencia quimica es la estructura
genérica del anillo C o anillo heterociclico oxigenado que tienen todos los
flavonoides en su estructura (Liu, 2004; Prior, et al., 2006), como se muestra
en la Figura 2.

Figura 2. Estructura tipica de un flavonoide (Liu, 2004)

En cuanto a los acidos fendlicos, éstos pueden ser subdivididos en dos
grandes grupos: acidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos. Algunos
derivados de los primeros son el acido p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico

y gélico (Heleno et al., 2014). Respecto al &cido hidroxicinamico estan
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derivados de importancia como el p-cumarico, cafeico, feralico y sinapico,
presentes en forma esterificada y unidos a los componentes de la pared

celular estructural como celulosa, lignina y proteinas (Liu, 2004).

El &cido ferulico, o acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico, es uno de los
fitoquimicos importantes del maiz y otros cereales y estd presente
principalmente en forma ligada a la pared celular de la planta (De la Parra et
al., 2007; Luo & Wang, 2012), donde la mayoria del mismo esta asociado al
pericarpio del maiz (Gonzalez et al., 2004). Los mayores contenidos de acido
ferdlico se encuentran en el maiz rojo, seguido del azul y el blanco, y se
conoce que éste compuesto inhibe la oxidacion de lipidos y protege a las
células del dafio oxidativo (De la Parra et al., 2007), es antiinflamatorio (Ou
et al., 2003) y se ha informado que tiene efectos antidiabéticos a través de la
estimulacién de la secrecién de insulina (Nomura et al., 2003). Tanto el acido
feralico como el &cido p-cumarico y sus derivados han sido relacionados con
un amplio intervalo de bioactividad, entre los que destacan los efectos
antioxidantes y anticarcinogénico (Cuevas-Montilla et al., 2011). Gracias a la
mayor permanencia del &cido ferulico libre en la sangre que otros
antioxidantes, es por ello que sus efectos benéficos son mas duraderos y
protege adecuadamente contra el ataque de radicales libres (Srinivasan et
al., 2007).

11.2.3.2. Carotenoides

Los carotenoides son los pigmentos mas comunes en la naturaleza y
han recibido especial atencién por su papel como antioxidantes, como pro
vitaminas y fuertes extintores de los singletes de oxigeno (Michaud et al.,
2000). Los carotenoides tienen un esqueleto formado por 40 unidades de
isopreno, con estructuras que pueden estar ciclicas en uno o ambos finales,
pueden tener diversos niveles de hidrogenacion y pueden contener varios
grupos funcionales oxigenados (Liu, 2004). Los mayores contenidos de

luteina, zeaxantina y B-caroteno se registran en el maiz amarillo (siendo



responsables de su color amarillo), mientras que el maiz blanco presenta los

mayores valores de B-criptoxantina (De la Parra et al., 2007).

Algunos estudios han informado asociaciones inversas entre la ingesta
de carotenos (B-caroteno, luteina, licopeno y criptoxantina) en relacion al
cancer de pulmén, lo que sugiere que los carotenos son parcialmente
responsables de conferir proteccion contra este tipo de cancer (Michaud et
al., 2000). También se ha demostrado los efectos inhibitorios del 3-caroteno
en lesiones preneoplasticas inducidas por modelos de hepatocitos
resistentes en ratas Wistar, por lo que el consumo prolongado de
carotenoides puede conferir cierto grado de proteccion contra la neoplasia
(Luo & Wang, 2012). Palozza et al. (2001) reportaron que a altas
concentraciones de (- caroteno éste actla como pro oxidante y ha sido
probado que induce la apoptosis de ciertas células cancerigenas como las
de colon, de melanoma y leucemia (Palozza et al., 2003).

11.2.3.3. Antocianinas

Las antocianinas son el mayor grupo de pigmentos hidrosolubles en
plantas y van desde el rojizo hasta el purpura, conformando la clase mas
comun de flavonoides. En las plantas, debido a cantidades y posiciones
diferentes de los grupos hidroxilo, han sido clasificadas en seis grupos de
antocianidinas. Entre los cereales, el maiz ha sido probado que es el cereal
gue contiene la segunda mas alta concentracién y en mayor diversidad de
antocianinas, de las que se ha demostrado su capacidad antioxidante como
compuestos anti inflamatorios y anti cancerigenos (Abdel-Aal et al., 2006). La
concentracion total y los tipos de antocianinas depende del tipo de maiz; por
ejemplo: el maiz morado contiene dos veces mas que el maiz rojo (Luo &
Wang, 2012). Las antocianinas mas populares que han sido identificadas son
la cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido, peonidina-3-glucésido,
pelargonidina-3-(63-malonilglucésido), cianidin-3-(63-malonilglucésido) vy
cianidin-3-(33,63-dimalonilglucésido). El 70% de los derivados de la cianidina

se encuentran en el pericarpio y la capa de aleurona (Luo & Wang, 2012).
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A pesar de ser consideradas como no nutritivas, las antocianinas han
sido asociadas a mdultiples beneficios para la salud, ya que tienen alta
actividad antioxidante (Prior et al., 1998), reducen la presion sistélica en ratas
hipertensas (Toyoshi & Kohda, 2004) y se ha sugerido que previenen la
obesidad y diabetes en estos mismos animales (Tsuda et al., 2003). Las
antocianinas del maiz purpura también han sido asociadas con la reduccion
de la mutacion en células inducida por la 2-amino-1-metil-6-fenilimidazopirina
(PhIP) e igualmente reducen quimicamente la carcinogénesis colon rectal en
ratas macho inducidas quimicamente con 1,2-dimetilhidrazina (Hagiwara et
al., 2001)

[1.2.3.4. Almidén Resistente

El Almidon Resistente (AR) es aquél que escapa de la digestion en el
intestino delgado y potencialmente actia como uno de los principales
contribuyentes al contenido de carbohidrato fermentables en el intestino
grueso. Se han reconocido diferentes clases de almidén resistente (Cuadro
2).
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Cuadro 2. Clasificacion del almidon resistente por naturaleza y fuente:

Subtipo Naturaleza Fuente
Almidon Es atrapado en la matriz Granos y semillas enteras o
resistente 1 alimenticia, y es fisicamente parcialmente molidas.

inaccesible a la enzima (amilasa)

o ) _ y Papa cruda, platano inmaduro,
Almidon Resistente a la digestion por su )
_ algunas legumbres y almidones
resistente 2 estructura granular. _
altos en amilosa (del maiz).

o Se retrograda a amilosa y ) )
Almidén ) ) Alimentos cocidos como papas,
. amilopectina durante el ]
resistente 3 ] pan y hojuelas.
procesado de alimentos.

) ] o No se encuentra en la
Almidén Es producido por modificaciones _
_ o naturaleza, aunque tiene gran
resistente 4 quimicas .
variedad de estructuras.

(Murphy et al., 2008)

Se ha reportado que el consumo de almidon resistente tiene varios
efectos benéficos en la salud como el mantenimiento de los niveles normales
de colesterol sérico (Mikulikova et al., 2008), mejora la excrecién fecal del
mismo (Silvester et al., 1997), altera las poblaciones microbianas como
lactobacillus y bifidobacterias del intestino e incrementa la formacion de
acidos grasos de cadena corta en el mismo (Bird et al., 2000); reduce los
sintomas de diarrea y, conjugando los anteriores beneficios, reduce el riesgo
de céancer cecal, aterosclerosis y complicaciones relacionadas con la
obesidad (Murphy et al., 2008). Del mismo modo, como el almidon resistente
modera la tasa de digestion (tarda de 5 a 7 horas en digerirse tras ser
consumido), se ha encontrado su capacidad para reducir la glicemia
postprandial y la insulinemia y tiene el potencial de incrementar el periodo de
saciedad (Sajilata et al., 2006).
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[1.2.3.5. Saponinas

Las saponinas son glicésidos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal e incluyen un grupo muy diverso de compuestos caracterizados por
Su estructura, que contiene una aglicona esteroidea o triterpenoide y una o
mas cadenas de azucares (Mazza et al., 2007), conformando una
combinacion de elementos estructurales polares y no polares que explican
su comportamiento similar al jabdn en soluciones acuosas (Vincken et al.,
2006).

Tradicionalmente las saponinas han sido consideradas como factores
antinutricios (Thompson, 1993) y algunas veces se ha limitado su uso debido
a su sabor amargo (Ridout et al., 1991). A pesar de estas limitantes, las
saponinas tienen amplias propiedades farmacoldgicas, medicinales,
microbioldgicas e insecticidas y son altamente termolébiles (Vincken et al.,
2006)

Evidencias de numerosos estudios confirman que la actividad
biolégica de las saponinas esté influenciada tanto por la aglicona como por
los residuos azucarados. La mayoria de la informacion existente en cuanto a
las relaciones entre actividad y estructura viene de investigaciones realizadas
en la accion hemolitica de las saponinas (Podolak et al., 2010). Dentro de
esto, la lisis de eritrocitos es una de las caracteristicas biologicas de las
saponinas mayormente consideradas, considerandose que ejercen dicho
efecto al interactuar con la membrana de colesterol, provocando su

desestabilizacion (Francis et al., 2002).

Mingsan et al. (2007) evaluaron los efectos de las saponinas
provenientes de un extracto de maiz comun en un modelo de diabetes en
ratones ocasionado por el suministro de aloxano y glucosa intragastrica,
encontrando que a bajas dosis de estas dos sustancias, las saponinas del

maiz comun (Zea mays L.) ejercen buen efecto en la reduccion de los niveles
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de glucosa sanguineos y en la prevencion del dafio ocasionado por

medicamentos de las células B-pancreéticas.

Miao et al. (2008) reportaron que en ratas con diabetes inducida por
estreptozocina, el tratamiento con saponinas del maiz comun las mismas
disminuye de forma significativa los niveles de glucosa sanguinea y podria

prevenir el dafio (inducido por estreptozocina) en células B-pancreéticas.
[1.2.3.6. Fitosteroles

Los fitosteroles, conocidos como “esteroles vegetales”, son los
constituyentes menores de los aceites vegetales pero, a pesar de ello, son
componentes esenciales de las paredes y membranas celulares (Piironen et
al.,, 2000). Hasta el momento, se han encontrado mas de 250 esteroles y
compuestos relacionados diferentes en plantas y materiales marinos (Luo &
Wang, 2012). Basado en el nimero de grupos metil en la posicién C-4, los
fitosteroles pueden clasificarse en tres tipos: el 4-desmetilesterol o esteroles
simples, los 4,4-dimestilesteroles y el 4-monometilesterol (Grunwald, 1975).

Varios estudios han sefialado que el aceite extraido del grano entero
de maiz es muy rico en fitosteroles (Piironen et al., 2000). La distribucion de
los fitosteroles y fitostanoles varia en las diferentes fracciones del grano de
maiz, como endospermo, pericarpio y germen (Harrabi et al., 2008). Los
fitosteroles mas comunmente consumidos a partir de aceite de maiz son
sitosterol, estigmasterol y campesterol, todos pertenecientes a la clasificacion
de los 4-desmetilesteroles. La estructura quimica de dichos fitosteroles es
muy similar a la del colesterol, difiriendo Unicamente en la cadena lateral (Luo
& Wang, 2012).

Los efectos benéficos de los fitosteroles han sido evaluados y un
consumo dietario de los mismos se ha visto negativamente relacionado con
la absorcion de colesterol y el colesterol sérico LDL (lipoproteina de baja
densidad) total (Moghadasian & Frohlich, 1999; Jiang & Wang, 2005). Debido
a su estructura con colesterol, los principales mecanismos involucrados en
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los beneficios dietarios de los fitosteroles se dan por medio de la inhibicion
de la absorcion de colesterol a través del intestino y su subsecuente
estimulacibn compensatoria de sintesis de colesterol, resultando en una

mejor eliminacion de colesterol en las heces.

Un estudio realizado por Ostlund et al. (2002) comparé la absorcién de
colesterol en sujetos humanos sanos que consumieron aceite de maiz y el
mismo aceite con remocion comercial de fitosteroles, encontrando que la
absorcion de colesterol fue 38 % mayor en el grupo que consumio aceite con
remocion comercial de fitosteroles que aquellos que consumieron el aceite
natural, por un periodo de dos semanas. Asimismo, cuando el aceite de maiz
gue contenia fitosteroles fue afiadido a aquél que no los contenia (el
comercial), la absorcion de colesterol fue nuevamente significantemente
reducida. Por lo tanto, el consumo de aceite de maiz por un largo periodo de
tiempo podria reducir las concentraciones de colesterol y prevenir la

enfermedad ateroesclerotica.
11.2.4. Nixtamalizacion

Se denomina nixtamalizacion al proceso consistente en someter el maiz
a un proceso térmico alcalino que lleva a la transformacion del mismo en
diversos productos, entre los que el mas conocido es la tortilla, razén por la cual
el proceso se realiza especialmente en los paises que consumen ésta Ultima. En
algunas areas de México y Centroamérica el procedimiento descrito se sigue
llevando a cabo de manera domeéstica, implicando un esfuerzo fisico que
requiere altas cantidades de energia y agua, proceso que permite obtener la
apreciada tortilla, pero con un alto costo ambiental por el alto poder contaminante
del proceso, lo que ha llevado a nivel industrial a buscar alternativas mas
eficientes como la produccion de harinas nixtamalizadas de forma comercial
(Bressani, 2008).

El proceso basico de nixtamalizacion parte de maiz entero, el cual se

mezcla con dos partes de solucion acuosa al 1% de hidroxido de calcio
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(Ca(OH)z2). La mezcla luego es calentada a 80 °C durante 20 a 45 minutos (con
agitacion) y se deja reposar durante la noche por espacio de 8 a 14 horas. Al dia
siguiente, el agua de remojo del maiz (color amarillo lechoso) es descartada y el
maiz remojado es lavado de dos a tres veces con agua limpia, removiendo la
cascara, la capsula, eliminando el exceso de cal y posibles impurezas que
pudiera haber tenido el grano. El agua de remojo se denomina “agua de
nixtamal” (nejayote) y al maiz cocido obtenido “nixtamal”. Posteriormente, éste
nixtamal es pasado por un proceso de molienda que permite obtener la harina,
de la que se requieren solo 50 g que al cocerse sobre un plato caliente o de

barro (el “comal”) permite obtener las tortillas (Bressani, 2008).

El procedimiento antes descrito induce cambios en la estructura del grano
del maiz, su composicion quimica, propiedades funcionales y valor nutritivo. En
términos generales, la nixtamalizacion permite el rompimiento parcial del
pericarpio (facilitando el descascarado del grano e incrementando su suavidad
y plasticidad), incrementa la concentracion de calcio en el maiz a consecuencia
de la ligadura entre el almidén y éste mineral y aumenta el porcentaje proteico
(por la pérdida de la cascara). Del mismo modo, produce pequefias pérdidas de
almidones y azucares, pérdida del extracto etéreo del maiz, reduccion del
contenido de fibra cruda, pérdida de algunas vitaminas del complejo B e
incremento del valor nutricional del maiz (por la liberacion de aminoéacidos y
reduccion del contenido de &cido fitico) (Bressani, 2008; Paredes-Lépez et al.,
2009).

1.3. FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris L.)
[1.3.1. Generalidades

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) es ampliamente conocido y
consumido en varias partes del mundo porque conforman una fuente rica y
barata de proteinas (20 % al 25 %) y carbohidratos (50 % al 60 %). También es

una fuente relativamente buena de vitaminas y minerales, principalmente en la
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poblacidn de paises desarrollados (Hnatuszko-Konka et al., 2014 ; Rehman et
al., 2001).

[1.3.2. Composicion Quimica y Valor Nutrimental

La composicion quimica y nutrimental del frijol comin se muestra en el
Cuadro 3. Los carbohidratos son los mayores componentes en las leguminosas
(55-65%), donde el almidon y la fibra dietaria o polisacaridos no almidonados
son los mayores constituyentes (Hoover & Zhou, 2003; Osorio-Diaz et al., 2002).
La fibra dietética se encuentra principalmente en las paredes celulares de la

cascarilla 'y el endospermo (Paredes-Lopez et al., 2006).

16



Cuadro 3. Composicion quimica del frijol comin (Phaseolus vulgaris L.)

Aspecto Indicador Contenido
Proteina 14.00 — 33.00
Lipidos 1.50-6.20
Total 14.00 — 19.00
Composicién Quimica (%) Fibra Soluble 3.10-7.60
Insoluble 10.10 - 13.40
Cenizas 2.90-4.50
Carbohidratos 52.00 — 76.00
Calidad de Proteina | Dige.sti.bilid-ad | 52.00 — 75.00
Relacion de Eficiencia Proteinica  0.70 — 1.50
Fenilalanina + Tirosina 5.30-8.20
Isoleucina 2.80-5.80
Leucina 4.90-9.90
Aminoécidos Esenciales _ -Lisina _ 040 ~7.60
Metionina + Cisteina 1.20-1.50
Treonina 4.40-7.00
Triptéfano -
Valina 4.50-6.70
Tiamina (B1) 0.86-1.14
Riboflavina (B2) 0.14 -0.27
Vitaminas (mg/100 g.) Niacina (B3) 1.16 — 2.68
Piridoxina (B6) 0.34-0.64
Acido Fdlico 0.17 -0.58
Calcio 9.00 — 200.00
Fosforo 460.00
Minerales (mg/100 g.) C.obre 0.70-1.20
Hierro 3.80-7.60
Magnesio 200.00
Zinc 2.20-4.40
Taninos (mgeq.cat/g)? 9.60 — 131.40
Otros Componentes Inhibidores de Tripsina (UIT/mg)® 13.00 — 29.00
Acido Fitico (%) 0.60-2.70

a Miligramos equivalentes de catequina por gramo
b Unidades de inhibicion de tripsina por miligramo
(Paredes-Lo6pez et al., 2006)
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Las proteinas del frijol comun (Cuadro 3), tienen adecuada composicion
de aminoacidos aromaticos y algunos basicos pero es deficiente en algunos
aminoacidos esenciales como son los azufrados (metionina, cistina y triptéfano),
situacion que puede ser compensada al combinar los frijoles con cereales como
el maiz o arroz. Otros componentes importantes del frijol lo constituyen las
vitaminas del complejo B, algunos minerales como el hierro y otros
componentes, considerados bioactivos, tales como antioxidantes y polifenoles
(Paredes-Lopez et al., 2006).

[1.3.3. Compuestos bioactivos

Al igual que otras leguminosas, las semillas de frijol comin contienen
cierto numero de sustancias bioactivas entre las que se incluyen inhibidores
enzimaticos, lectinas, fitatos, oligosacaridos y compuestos fendlicos que juegan
un papel protector en seres humanos y animales que frecuentemente consumen

estos productos (Champ, 2002).

Algunos compuestos bioactivos han sido considerados como factores anti
nutricionales debido a su efecto en la calidad dietaria: los inhibidores
enzimaticos, las lectinas, el acido fitico y algunos compuestos fendlicos pueden
reducir la digestibilidad proteica (Belitz & Weder, 1990; Liener, 1994) y disminuir
la biodisponibilidad de minerales (Sandberg, 2002). Sin embargo, se ha
informado que la mayoria de éstos compuestos son termolabiles y no todos
actlan negativamente en el metabolismo: el &cido fitico tiene un efecto protector
y antioxidante sobre el ADN (Midorikawa et al., 2001), los compuestos fendlicos
como los flavonoides y acidos fendlicos tienen propiedades antioxidantes (Pietta,
2000; Yeh & Yen, 2003) vy los galactooligosacaridos se han relacionado con
actividad prebidtica (Rycroft et al., 2001). En general, la presencia de
compuestos bioactivos en el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) se ha

relacionado con una disminucién de las ENT (Feregrino-Pérez et al., 2008).
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[1.3.3.1 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son uno de los mas importantes
componentes bioactivos de los frijoles asociados a beneficios a la salud. El
color de la cubierta de los frijoles se atribuye a la presencia y cantidad de
polifenoles como los flavonoles, glicosidos, taninos condensados vy
antocianinas, y muchos de ellos dependen de los cultivares y las clases
comerciales. Los frijoles blancos contienen significativamente menos
compuestos fendlicos que los coloreados, los cuales tienen cantidades en
orden decreciente: pequefio rojo, pinto, red kidney oscuro, negro, Great
Northern y blanco (Oomah et al., 2008).

Aparicio-Fernandez et al. (2008) reportaron para en un extracto
metanolico de frijol negro “Jamapa” una fuerte correlacion entre su
concentracion de pro antocianidinas y su capacidad antiradical (medida por
el método DPPH), asi como su capacidad antiproliferativa de células HelLa
(células de adenocarcinoma humano). Lo anterior fue atribuido a que los
compuestos fendlicos presentes fueron capaces de incrementar la expresion
de las proteinas de Caspasa 3 y Bax, indispensables para la formacion del

Apoptosoma y el inicio del proceso de apoptosis en células cancerigenas.

Mattei et al. (2011) reportaron que el contenido de compuestos
fendlicos del frijol negro o caraota (Phaseolus vulgaris) lo perfilan como un
alimento funcional. Otros autores han indicado que algunos compuestos
fendlicos de las variedades negras de P. vulgaris, especialmente de acidos
hidroxicinamicos, flavonoles, antocianinas y proantocianinas ayudan en la
prevencion de enfermedades cronicas tales como cancer, afecciones

cardiovasculares, obesidad y diabetes.
11.3.3.2. Flavonoides

Los flavonoides son los constituyentes monoméricos de los taninos
condensados, aunque también es muy comun encontrarlos como

monomeros libres (Campos-Vega et al., 2012b). Se ha reportado que los
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compuestos flavonoides en frijol tienen actividad biolégica tanto in vitro como
in vivo. Los principales compuestos flavonoides extraidos de frijol son las
antocianinas y proantocianidinas, que han mostrado actividad antioxidante
(principalmente debido a su capacidad para formar complejos con metales) y
antimutagénica. Estudios epidemioldgicos sugieren que el consumo de
alimentos ricos en flavonoides protege contra enfermedades asociadas al
estrés oxidativo tales como enfermedad coronaria y cancer (Aparicio-
Fernandez et al., 2005; Beninger & Hosfield, 2003).

La presencia de antocianinas ha sido reportada sélo en frijoles de
coloraciones negra y azul-violeta (Aparicio-Fernandez et al., 2006). Los
taninos condensados, también llamados protoantocianidinas, se encuentran
principalmente en las cubiertas de las semillas (Aparicio-Fernandez et al.,
2006) y han mostrado actividad antioxidante significativa en relaciéon al BHT
(Hidroxitolueno butilado), un antioxidante comunmente utilizado de forma
comercial en alimentos (Beninger & Hosfield, 2003). El acido ferulico es el
acido fendlico mas abundante en frijoles comunes, asi como niveles

intermedios de acidos p-cumarico y sinapico (Campos-Vega et al., 2012b).
[1.3.3.3 Saponinas

Se ha probado que las saponinas pueden ser valiosas promotoras
anti-carcinogénesis gracias a su efecto antioxidante y sus efectos citotéxicos
selectivos y directos contra células cancerigenas y regulacion de la
proliferacion celular (Rao & Sung, 1995). Los efectos biolégicos de las
saponinas dependen de las estructuras quimicas asi como el nimero de
contaminantes dentro del extracto de interés (Kaiser et al., 2010). Asimismo,
las concentraciones de las mismas dependen del nivel de germinacion de la
semilla y el tratamiento que recibe, ya que se ha encontrado que los brotes
de frijoles negros (Phaseolus vulgaris L.) tienen mayores concentraciones de
saponinas en comparacion con los cotiledones o las cubiertas, y se

incrementan con el remojo se la semilla (Guajardo-Flores et al., 2012) .
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Guajardo-Flores et al. (2013) evaluaron la actividad antioxidante y
antiproliferativa de extractos de saponinas y flavonoides provenientes de
frijoles negros (Phaseolus vulgaris L.) germinados, encontrando que las
saponinas de los mismos ejercen una inhibicién de la proliferaciéon de células
cancerigenas de cancer de colon y hepatico (lineas celulares CaCo2 y

HepG2, respectivamente).

Chavez-Santoscoy et al. (2014b) examinaron los efectos de saponinas
y flavonoides de extractos metandlicos de cubiertas de semillas de frijol negro
(Phaseolus vulgaris L.) sobre el metabolismo de lipidos en células de
hepatocitos primarios de ratones C57BL/6, encontrando que la soyasaponina
A es la principal saponina encontrada en las cubiertas y que en conjunto con
los demas componentes del extracto reducian significativamente la expresion
de los genes SREBP1c, FAS (proteinas lipogénicas clave) y HMGCR vy
estimulaban la expresién de los transportadores reversos de colesterol
ABCG5/ABCG8 y CYP7A1l en el higado; del mismo modo, hubo un
incremento en la expresion del gen PPARa, una disminucion de los depésitos
lipidicos hepaticos y un incremento en la secrecion de bilis, mostrando asi el
modo como el extracto podria incidir en la excrecion de colesterol en parte

por la via de sintesis acida de bilis.
[1.3.3.4 Fitosteroles

En legumbres, los fitosteroles estdn en pequefias cantidades, siendo
los mas comunes el B-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Campos-Vega
et al., 2012b). Ryan et al. (2007) reportaron que el contenido total de
fitosteroles en leguminosas variaba alcanzaba valores aproximados de 134
mg/100 g (para frijol comun kidney), siendo el contenido de B-sitosterol en
butter beans de aproximadamente 85 mg/100 g y 86 mg/100 g. para frijol
comun kidney, y estas variedades tienen cantidades apreciables de
escualeno, a y B-tocoferol, por lo que sugieren que tienen un perfil de acidos

grasos favorable desde una perspectiva cardioprotectora. Nystrom et al.

21



(2012) establecieron que para frijoles negros el fitosterol mas abundante es

el sitosterol.

Chavez-Santoscoy et al. (2014a) identificaron y cuantificaron
fitosteroles en las cubiertas de semillas de frijol negro comun (Phaseolus
vulgaris L.) por medio de HPLC con UV-Visible y detectores de dispersion de
luz por evaporacion. Asimismo, evaluaron el efecto de dichos fitosteroles en
el metabolismo lipidico de hepatocitos primarios de ratas, encontrando que
disminuyen la lipogénesis por la regulacién negativa de proteinas lipogénicas
como la proteina enlazante del elemento regulatorio de esterol 1y la sintesis
de &cidos grasos en los hepatocitos. Por otra parte, se encontrd que en éstas
células los fitosteroles regulan positivamente la expresion de carnitina
palmitoiltransferasa |, promoviendo asi la oxidacion de acidos grasos de
cadena larga e inhibiendo la solubilidad micelar del colesterol y redujeron la
activacion del receptor X del higado, expresandose en una disminucion de la
sintesis de acidos grasos hepaticos y promocion de la oxidacion B-hepéatica

en &cidos grasos de cadena larga.
[1.3.3.5 Fibra Dietaria

La fibra dietaria es definida por la Asociacion Americana de Quimicos
de Cereales (AACC) como las partes comestibles de plantas o carbohidratos
analogos que son resistentes a la digestion, conformando la fraccion no
digerible (FND) y absorcion en el intestino delgado humano con una
fermentacion completa o parcial en el intestino grueso. Esta conformada de
polisacaridos (como celulosa, hemicelulosa y pectinas), oligosacaridos,
lignina, compuestos fendlicos y péptidos, entre otros. La celulosa es el mayor
componente de la fibra cruda en frijoles (red kidney, navy, pinto, rosado y
black-eye), mientras que el contenido de fibra dietaria total depende de la

variedad de frijol que se considere (Campos-Vega et al., 2012b).

La fibra, por su solubilidad, puede clasificarse en soluble o insoluble.

La fibra soluble se constituye de gomas, pectinas, mucilagos, insulina,
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almidon resistente y oligosacaridos como rafinosa, estaquiosa y verbascosa
(Escudero-Alvarez y Gonzalez-Sanchez, 2006). Al entrar en contacto con el
agua conforma un reticulo en donde queda atrapada, participando en la
generacion de soluciones de alta viscosidad (Escudero-Alvarez y Gonzéalez-
Sanchez, 2006) que tiene importancia metabdlica al ayudar en la
estabilizacidn de los niveles de glucosa en sangre y concentracion de insulina
postprandial, ademéas de que contribuye a la reduccion de colesterol sérico
asociado a la pérdida de acidos biliares a través de la materia fecal
(Roberfroid, 2001; Queiroz-Monici et al., 2005).

En su fermentacion por la microbiota col6nica, estas producen acidos
grasos de cadena corta (acético, propionico y butirico) que conforman
nutrientes importantes para las células coldnicas al ayudar a la absorcion de
agua y minerales y tienen efectos protectores en cancer de colon (Feregrino-
Pérez et al., 2008; Younes et al., 2001).

Campos-Vega et al. (2012a), en un estudio realizado en un modelo in
vitro de simulacion de la fermentacidn colénica humana, encontraron que los
productos de la fermentacion de la fraccion no digerible del frijol comun cv.
‘Bayo Madero” cocido inhibieron la proliferacion de células de
adenocarcinoma colonico HT-29. Se demostré que los acidos grasos de
cadena corta, especialmente el propiénico y el butirico (producto de la
fermentacion simulada) eran los responsables de esta inhibiciéon en un 35 %,

siendo el efecto producido dosis-dependiente.

Ademas, se encontré que el extracto de la fermentacion colénica
estimulaba la apoptosis celular por medio de la induccion de la Caspasa 3y
reduciendo la mutacion de la proteina supresora de tumores p53 (medida por
la técnica de TUNEL). Asimismo, el estudio encontrd evidencia significativa
de mayor expresion de la molécula p21CIP1 (uno de los inhibidores de
quinasas ciclino dependientes), inhibicion de la actividad del factor de

transcripcion pro inflamatorio NF-kB y de HDAC1 (Histona Deacetilasa,
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involucrada en el crecimiento de las células HT-29 de cancer de colon)

(Campos Vega et al., 2013).

Feregrino-Perez et al. (2014) evaluaron in vivo el efecto de la fraccion
no digerible de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cv. Negro 8025 en ratas
Sprague-Dawley alimentadas con esta variedad de frijol, encontrando que en
aquellas con cancer colonico inducido por Azoximetano (AOM por sus siglas
en inglés) hubo un ndmero significativamente bajo del total de Fosas
Colénicas Aberrantes (ACF por sus siglas en inglés) con un notable
incremento de las células presentes en la fase G1 (83.14 %), lo que indica
una disminucioén del indice de proliferacion celular y mayor nimero de células
apoptoticas, sugiriendo que la fraccion no digerible y sus componentes
asociados actian como un inductor de la apoptosis celular en células

necroéticas.
[1.3.3.6 Almidén Resistente

Se define como la suma del almidon y sus productos de degradacion
que no se absorben en el intestino delgado de sujetos sanos. Este tipo de
almidén se fermenta en el colon por cerca de 400 tipos de bacterias de la
llamada “flora intestinal”, ahora reconocida como microbiota, aunque una
pequefia proporcion suele escapar a dicho proceso degradativo y es
excretado en las heces. La fermentacion produce gases como metano y
diéxido de carbono y otras sustancias como &cidos grasos de cadena corta
(acético, propionico y butirico), que contribuyen al estado general de salud
del colon. Dependiendo del cultivar y el tipo de procesamiento (coccion), el
contenido de almiddn resistente en los frijoles varia ampliamente (del 21 %
al 33 %) (Campos-Vega et al., 2012b).

I.4. INFLAMACION Y COMPUESTOS BIOACTIVOS

La inflamacion es un proceso fisioldégico que inicia como respuesta a la

infeccién bacteriana o dafio en tejidos. Los macrofagos son la primera linea de
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defensa del sistema inmune contra el ataque de agentes nocivos en los que
estimulos inflamatorios como los lipopolisacéaridos (LPS) activan a estos para que
produzcan citosinas variadas pro inflamatorias como el factor de necrosis tumoral
(TNF-a) e interleucinas (IL-1b o IL-6) asi como mediadores pro inflamatorios como
prostaglandina E2 (PGEz2) y oxido nitrico (NO), que son sintetizados por la familias
de ciclooxigenasas (COX) y la sintetasa inducible por oOxido nitrico (INOS),

respectivamente (Garcia-Lafuente et al., 2014).

La produccion de dichos mediadores ha sido demostrada en varios tejidos
inflamados que junto a su expresion incrementada de sus mMARN, estan
involucrados en varias enfermedades como aterosclerosis, obesidad, sindrome
metabolico, diabetes, enfermedades neurodegenerativas y varios tipos de cancer
(Cardona et al., 2013; Lee et al., 2010).

Evidencia epidemiolégica ha indicado que las dietas ricas en frutas y
vegetales podrian reducir la incidencia de ENT que comparten un componente anti-
inflamatorio, efecto atribuido parcialmente a la presencia de diversos componentes
antioxidantes, principalmente compuestos fendlicos, aunque gran parte de su
actividad no puede ser explicada Unicamente sobre la base de ésta capacidad
antioxidante, ya que otras investigaciones han demostrado su accion como
secuestrantes de radicales, modulando procesos de sefalizacion celular durante la

inflamacion (Garcia-Lafuente et al., 2009).

Garcia-Lafuente et al. (2014) evaluaron en un modelo in vitro de macréfagos
murinos 264.7 estimulados por lipopolisacaridos (LPS) el efecto anti oxidante y anti
inflamatorio de extractos metandlicos ricos en compuestos fendlicos provenientes
de frijol white kidney (WKB) y round purple (RPB), encontrando que RPB (con altas
cantidades de proantocianidinas, glucésidos de catequina y acido sinapico) exhibia
mayor capacidad antioxidante y mejor efecto anti inflamatorio que WKB
(conformado principalmente por &cidos fendlicos) al reducir la produccién de 6xido
nitrico (NO) y de interleucinas IL-1B3 y IL-6, disminuian la expresion del dimero
proteico NF-kB p65 pero no ejercian efecto significativo en la produccion de factor

de necrosis tumoral alfa (TNF-a).
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Moreno-Jiménez et al. (2014) evaluaron los efectos anti inflamatorios y
antioxidantes de extractos metandlicos de cuatro variedades de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) (Negro 8025, Bayo Victoria, Pinto Durango y Pinto Saltillo)
al ser procesados por enlatado (canning) y ebullicion en recipiente abierto, en un
modelo in vitro de células de cancer de colon (HT-29), encontrandose que éste
proceso térmico en las variedades de frijol degrada parcialmente algunos
compuestos fendlicos pero incrementa la produccion de otros de un modo cultivar-
dependiente. Asimismo, se encontré que los extractos reducen, de modo cultivar-
dependiente, la expresion de la enzima COX-2 e inhiben la produccion de las
proteinas pro inflamatorias TNF-a, NF-kB e IL-8 (especialmente en las variedades
Negro 8025 y Pinto Saltillo), aunque también inducen la expresion de proteinas anti

inflamatorias como IL-10 y COX-10 (principalmente Bayo Victoria).
I1.5. BOTANAS

Las botanas pueden definirse como comidas pequefias y ligeras que cumplen
con condiciones como su facil manipulacién, facilidad de consumo, accesibilidad,
tamafo pequefio, estar en raciones individuales y satisfacer la sensacion de hambre

momentanea (Pérez-Navarrete et al., 2006).

El mercado de las botanas ha alcanzado alta complejidad en Norteamérica,
especialmente en Estados Unidos de Norteamérica. Muchas compafiias han estado
fuertemente promoviendo el valor de sus productos como botana (snack por sus
siglas en inglés) o incrementando la densidad de los mismos. A pesar de que los
consumidores aun compran Unicamente sus marcas favoritas, muchos buscan
mejores opciones de precios o sabor. La Corporacion Frito Lay es la que domina el
sector de la botanas, con 6 de sus 10 marcas entre las mas populares, donde los
chips de tortilla/maiz conforman uno de ellas, con altos volimenes de ventas, y de
las que se estima que seguiran creciendo en los préximos 4 afios hasta alcanzar la

segunda posicion (International Markets Bureau, 2011).

Las botanas saludables han ido incrementando su posicionamiento en el

mercado, mostrando un aumento de cerca del 3 % en 2009 frente al afio anterior, y

26



un crecimiento de mas del 8 % desde 2005. Cerca del 83 % de los consumidores
declaran que consumen botanas por sus beneficios nutricionales y el 40 % de los
mismos buscan beneficios mas alla de la nutricion basica. Sea como fuere, el sabor
sigue siendo el pardmetro determinante al momento de elegir una botana

(International Markets Bureau, 2011).
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Il JUSTIFICACION

La industria de botanas tiene importancia a nivel mundial, ya que éstas son
consumidas por todos los rangos de edades poblacionales y actualmente
representa un considerable mercado en evolucion, con ventas anuales estimadas
en $ 374 mil millones de ddlares, distribuidos mayoritariamente en Europa ($ 167
mil millones) y Norteamérica ($ 124 mil millones). Si bien en América Latina, Asia-
Pacifico y Medio Oriente/Africa las cantidades son mucho menores, representan las
regiones que mMas crecieron en consumo respecto al afio 2013, siendo América
Latina la regidon que mostro cifras mas elevadas (9 % de crecimiento) (The Nielsen
Company, 2014).

Por ello, ha habido un especial interés en generar productos de éste tipo que
puedan no solo suplir las necesidades de saciedad sino también convertirse en
alternativas de mayor valor nutricional y un beneficio para la salud. Tradicionalmente
las botanas han sido asociadas con productos de bajo o nulo contenido nutricional
y con altos aportes caléricos, lo que ha llevado a relacionarlas con la prevalencia de
enfermedades no transmisibles como los problemas cardiovasculares, obesidad,

diabetes y algunos céanceres.

Como alternativa saludable a los problemas anteriores, se propone la
evaluacion del potencial antiinflamatorio de una botana horneada a partir de maiz
(Zea mays L.) nixtamalizado y frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido,
ingredientes que fueron elegidos por ser de importancia en la alimentacion
tradicional de la poblacion mexicana y debido a sus propiedades benéficas para la
salud. Muchas de estas propiedades estan relacionadas con los componentes con
actividad biologica de la fraccion no digerible, por lo que se propone la
caracterizacion de estos, su fermentacion y la evaluacion del extracto de
fermentacion (EF) sobre la induccion de la inflamacion en el modelo de macréfagos
murinos RAW 264.7.
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IV.  OBJETIVOS
IV.1. Objetivo general:

Caracterizar y evaluar el potencial antiinflamatorio de la fraccién no digerible
de una botana horneada de harina de maiz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol

comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido.
IV.2. Objetivos especificos:

1. Caracterizar los compuestos bioactivos de las materias primas y la botana
horneada de harina de maiz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol comun

(Phaseolus vulgaris L.) cocido.

2. Evaluar en un modelo de digestion gastrointestinal in vitro la bioaccesibilidad
de compuestos bioactivos presentes en la fraccién no digerible de la botana.

3. Caracterizar los compuestos biodisponibles de la fraccion no digerible de la

botana.

4. Evaluar el potencial antiinflamatorio del extracto fermentado de la fraccion no

digerible en un modelo de macrofagos murinos RAW 264.7
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Reactivos

Se utilizaron a-amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, (+)-catequina, acido
ferdlico, vainillina, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), Trolox, reactivo de Folin-
ciocalteu, ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzzotiazolina-6-acido sulfénico)) y kit de
glucosa (GAGO20-KT) de la marca Sigma-Aldrich, medio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) de American Type Culture Collection (ATCC,
Manassa, Estados Unidos), Albumina Sérica Bovina (Sigma-Aldrich, Canada Ltd.),
Plasmina Sérica Bovina (Sigma-Aldrich, Canadé Ltd.); 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT), Dimetil Sulféxido (DMSO), Suero Fetal Bovino (SFB),
antibioticos y antimicoticos de la marca Gibco (Gibco, Grand Island, New York);
Proteasa, a-amilasa, pepsina, pancreatina y bilis bovina de la marca Sigma-Aldrich.
Mouse Cytokine Antibody Array (R&D Systems), Pierce BCA Protein Assay Kit (Life

Technologies).

Del mismo modo, se utilizaron acetona, etanol, &cido clorhidrico, hidréxido de
sodio, éter etilico, éter de petréleo, acido bérico, acido sulfurico, acetato de sodio,
carbonato de sodio, hidréxido de potasio, fosfato monobésico de sodio
monohidratado y metanol de la marca J.T. Baker.

V.2 Material Bioldgico

Se utilizaron seis ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 y 300

g., adquiridas del bioterio de la UNAM, Campus Juriquilla (Querétaro, México).

La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 fue obtenida de American

Type Culture Collection (ATCC, Manassa, Estados Unidos).

V.3 Materia prima

Se utilizé maiz (Zea mays L.) y frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

producidos por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
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Pecuarias (INIFAP) Campo Experimental Bajio. Asimismo, fue utilizado frijol comuin
variedad Bayo Madero y maiz variedad PBN (Poblacion Blanca del Noroeste), una
poblacién de grano blanco adaptada a regiones subtropicales e integrada con
germoplasma resistente a enfermedades calidad de tallo; éste maiz tiene una
textura de endospermo que varia de cristalina a semi-dentada y ha sido

seleccionado para incrementar su contenido de aceite.
V.3.1 Acondicionamiento de la materia prima
V.3.1.1 Harina de Maiz

V.3.1.1.1 Proceso de Nixtamalizacion

Se llevo a cabo un proceso tradicional de nixtamalizacion de
acuerdo a la metodologia descrita por Serna-Saldivar et al., (1990).
Para la coccion, se utilizé una relacion de maiz-agua de 1:2 (1 kg de
maiz por cada 2 litros de agua). Se afiadié una cantidad de hidroxido
de calcio (Ca (OH)z2) equivalente a 1% en base al peso inicial del grano,
con un tiempo de coccidn aproximado de 40 minutos. Se dej6 reposar
por 8 horas y se lavara para eliminar los componentes organicos

liberados y el exceso de calcio.

El grano nixtamalizado fue sometido a molienda en un molino
de piedras y se sometio a deshidratacion en un secador tipo industrial
Flash a una temperatura de 250 + 10°C durante 10 segundos. La
harina obtenida fue dividida a la mitad y cada una de las partes se
molié con un molino de martillo con mallas de 0.5 mm y 0.8 mm
respectivamente. Finalmente, se integraron las dos partes de la harina

y se almacenaron a 4°C protegiéndola de la luz.
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V.3.1.2 Harina de Frijol

V.3.1.2.1 Proceso de coccion y secado

Se siguid la metodologia descrita por Aparicio-Fernandez et al.
(2005), para lo que se tomo una relacion de frijol-agua de 1:4. Se
realizé un proceso de coccién de 2.5 horas a 95 °C. Una vez realizada
la coccidn, el frijol junto al caldo de coccién se secaron en un horno
por conveccion a 60 °C durante 4 horas y el producto obtenido se molio
y tamizé. Para ello, se utiliz6 una malla 60 para la reduccién del
tamafio de particula. La harina obtenida se almacen6 a 4 °C,

protegiéndola de la luz.
V.4 Elaboraciéon de la botana

Estudios previos realizados por Cuéllar-Nufez, (2015), elaboraron una
botana horneada de 70 % de harina de maiz (Zea mays L.) nixtamalizado y 30 %
de harina frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido, encontrdndose que el
horneado eléctrico obtuvo la mayor aceptacion entre el panel sensorial que evalu6
la botana obtenida. Por cada 100 g de mezcla de harinas maiz nixtamalizado/frijol
cocido se afiadieron 100 mL de agua y 1.5 % de sal, y se form6 una masa por medio
de una amasadora (110 RPM/15 minutos), siendo laminada la masa con 1.5 £ 0.2
mm de espesor (Coutifio-Estrada et al., 2008). Las piezas se cortaron usando un

troquelador triangular para obtener la forma de totopos.

Finalmente, los totopos fueron horneados utilizando un horno eléctrico

precalentado a 180 + 2°C por un tiempo de 32 min (Cuéllar-Nufiez, 2015).
V.5 Composicién quimica de harinas y totopos

Para la composicion quimica y nutracéutica de las materias primas y botanas
se realizé un molido y tamizado uniforme de las mismas con el fin de homogeneizar

el tamafio de particula.
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V.5.1 Analisis proximal

Las harinas de frijol y maiz fueron analizadas utilizando las técnicas
oficiales de la AOAC (2002).

V.5.1.1 Determinacion de humedad (Método 925.10)

Se pesaron 2 g de muestra en una capsula de aluminio previamente
tarada a peso constante. Posteriormente, se colocaron en una estufa
(previamente calentada) a 130 + 3°C por 2 horas. La capsula fue colocada
en un desecador y se registré su peso. Se obtuvo el porcentaje de humedad

por medio de la siguiente ecuacion:

0 _Wo— Wr 0
% Humedad = " x100%
0

Siendo:

Wo: Peso inicial de la muestra
wr.  Peso final de la muestra

V.5.1.2 Determinacién del extracto etéreo (Método 920.39)

Se pesaron 2 g de muestra en base seca en cartuchos de celulosa,
los cuales se colocaron dentro del aparato de extraccion Soxhlet.
Asimismo, se adicionaron 100 mL de éter de petrdleo a los matraces,
previamente colocados a peso constante. Los matraces fueron colocados
por un tiempo que extraccion que dependid de la cantidad de muestra.

Una vez transcurrido el periodo de extraccion, se evaporo el éter de
petréleo hasta su completa eliminacion y se secaron en estufa a 50°C por
4 horas. Finalmente, se pesaron los cartuchos y se determiné el porcentaje

de extracto etéreo mediante la siguiente formula:

WE_W
%EE=W—X
1

100

Siendo:
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we: Peso del extracto
wg: Peso del blanco
wi. Peso de la muestra

V.5.1.3 Determinacion de proteinas (Método 954.01)

Se pesaron 1 g de muestra previamente desgrasada y se colocaron
en un matraz Kjeldahl, a la que se le adicioné 1 g de sulfato de cobre, 10 g
de sulfato de potasio anhidro y 15 mL de &cido sulfdrico. Tras adicionar los
reactivos, se colocaron en un digestor y se calentaron gradualmente hasta

alcanzar los 400°C.

Una vez observado un cambio en la coloracion a verde claro, se detuvo
el calentamiento y se dej6é enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente,
se afiadieron 15 mL de agua destilada para la disolucion completa del residuo
al interior del matraz y 50 mL de solucion de hidréxido de sodio al 40 %. Por
otra parte, en un matraz Erlenmeyer, se afladieron 50 mL de acido boérico al
4 % previamente preparado (conteniendo como indicadores: rojo de metilo y
verde de bromocresol). Este Gltimo se destil6 hasta recolectar un total de 300
mL, en el que se observo el cambio en la coloracion de morado a verde

oscuro, y se valor¢ al retirarse del destilador con &cido clorhidrico 0.1N.

Como factor de conversion de nitrdgeno a proteina se utilizé el valor
de 6.25 (5.85 para frijol coman de acuerdo a lo reportado por Campos-Vega
et. al, 2009), basado en la suposicion de que la proteina promedio alcanza
un valor del 16 % de nitrégeno por unidad de peso. Se utilizé la siguiente

formula:

mL x 0.1N HCl1 x 0.014
x100

g muestra

%N =

%P = %N x 6.25
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V.5.1.4 Determinacion de cenizas (Método 923.03)

Se pesaron 2 g de muestra en una capsula de porcelana previamente
tarada y se dejo carbonizar sobre la flama de un mechero de alcohol.
Posteriormente, se colocaron en mufla a 550 °C, proceso que fue suspendido
cuando las cenizas se tornen blancas, en un tiempo que depende del tipo de
muestra. Luego de ello, se colocaron las cdpsulas en un desecador para
enfriar hasta temperatura constante y registrar el peso. El contenido de

cenizas se determind por medio de la siguiente ecuacion:

. WC
% Cenizas = W—xlOO%
1

we: Peso de las cenizas
wi: Peso de la muestra

V.5.2 Compuestos bioactivos
V.5.2.1 Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos
V.5.2.1.1 Obtencion del extracto metandlico

Para la extraccion de los compuestos fendlicos se siguid la
metodologia descrita por Cardador-Martinez et al. (2002).
Brevemente, se molieron finamente 1 g de muestra (tamizada por
malla 60) y se colocaron en un matraz de 50 mL, al que se le
adicionaron 10 mL de metanol. El matraz se protegié de la luz
recubriéndolo de papel aluminio y se mantuvo en agitacion por 24
horas a 25 °C. Tras finalizar éste proceso, se transfirieron las muestras
a tubos Corning y se centrifugaran a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C
en una centrifuga HERMLE Z323K (Wehningen, Alemania).
Finalmente, se recuper6é el sobrenadante, del que se extrajo una

alicuota de 50 pL para analisis, que fue almacenado por 4°C.
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V.5.2.1.2. Andlisis y Cuantificacion de Compuestos Fendlicos por
HPLC-DAD

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos se utilizé la
metodologia desarrollada por Ramirez-Jiménez et al., (2014).
Brevemente, se llevé a cabo una cromatografia liquida acoplada a un
detector con arreglo de diodos (HPLC-DAD) en un equipo HPLC
Agilent Serie 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EEUU)
utiizando una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent
Technologies, 4.6 x 250 mm, 5 um). La columna se controlé mediante
un termostato a 35 = 0.6 °C y la tasa de flujo fue ajustada a 1 mL/min.
La fase movil constd de dos disolventes; el disolvente A: agua
acidificada con acido acético al 1 % y el disolvente B: acetonitrilo 100
%. Un gradiente lineal se utilizd como sigue: 80 % - 83 % de disolvente
A durante 7 min, 83 % - 60 % durante 5 min, 60 - 50 % durante 1 min
y 50 % - 85 % durante 2 min. La deteccién se realizé a 280 nm. Se
inyectd6 un volumen de 50 pL y las muestras se analizaron por
duplicado. La cuantificacion se llevdo a cabo siguiendo el método
estandar externo con estandares comerciales de (+)-catequina, rutina,
quercetina, vainillina, elagico, cafeico, p-cumérico, ferulico, galico,

clorogénico y &acido sinapico.
V.5.2.2. Analisis y Cuantificacién de Oligosacaridos por HPLC

Para la extraccion de oligosacaridos se siguio la metodologia
descrita por Diaz-Batalla et al., (2006), consistente en la colocacién en
bafio Maria a 80 °C una solucion compuesta de 0.5 g de muestra a
analizar disuelta en 10 mL de agua destilada, durante una hora con
agitacion continua. Terminado el tiempo, la solucion se atempero

hasta la temperatura ambiente.

Para la identificacion y cuantificacion de oligosacéaridos en

HPLC se siguid la metodologia descrita por Muzquiz et al. (1999)
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donde el extracto de oligosacaridos fue inyectado en un HPLC
acoplado a indice de refraccion (IR) con las siguientes condiciones:
volumen de muestra de 20 L, velocidad de flujo de 1 mL/min, fase
movil de acetonitrilo-agua 50:50 y fase estacionaria de columna
ZORBAX 4.6 x 250 mm y 5 micras de tamafio de particula. Los
estandares que se utilizaron para la identificacion y cuantificacion
mediante el uso de curva de calibracion de oligosacaridos (rafinosa,

estaquiosa y verbascosa).

V.5.2.3. Analisis de &cidos grasos de cadena corta (AGCC) por
Microextraccion en Fase Sélida (SPME) con andlisis por Cromatografia de
Gases acoplada a masas (GC-MS) en el extracto fermentado de la fraccion
no digerible (EFFND)

Para la cuantificacion de los AGCC se realizé microextraccion
en fase sdlida de las muestras (SPME) con analisis por cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) de acuerdo a
la metodologia por Zamora-Gasca et al. (2015). Para ello, se tomaron
muestras de los recipientes de cultivo por lotes y se centrifugaron
(Hermle Z 323 K; Wehinger, Alemania) a 3500 x g durante 15 min a
4°C. Del sobrenadante de 500 mg se pesaron en un vial 20 mL que se
taparon y se colocaron en un automuestreador Gerstel MPS2. Se
utilizé una fibra de 2 cm de polidimetilsiloxan-divinilbencen-carboxano
para la microextraccion en fase solida (SPME) donde las condiciones
de extraccion fueron las siguientes: la temperatura de extraccion de
45°C, el tiempo de incubacion de 5 min, la velocidad de agitacion de
250 rpm por 120 min de extraccion, se utiliz6 una temperatura de
desorcién de 240°C durante 10 min. Lo anterior mencionado se realizo

para tres extracciones repetidas independientes para cada muestra.

Las muestras fueron analizadas en un sistema de cromatografia
de gases acoplado a un detector de espectrometria de masas (CG-
MS) Agilent 7890A GC (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA)
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equipado con un detector selectivo de masas Agilent 597C VL y un
automuestreador de usos multiples MPS2 XL (Gerstel). La separacion
de las muestras en el CG se llevé a cabo en una columna capilar DB-
5MS (60 m x 250 pm x 0.25 pm; Agilent) utilizando helio como gas
acarreador con un flujo de 1 mL/min. La inyeccion se llevo a cabo a
una temperatura de 250°C y el origen del espectrémetro de masas y
cuadrupolo se mantuvo a 230°C y 150°C respectivamente. El inyector
se utilizé en un modo de sin division. La temperatura del horno se inicié
a los 40°C durante 5 min y se programoé a 5°C/min desde 40 a 200°C,
se mantuvo a 200°C durante 2 min, luego se programé a 20°C/min
hasta 230°C y se mantuvo durante 15 min. La cuantificacion de las
muestras se obtuvo a través de curvas de calibracién de los &cidos

acético, propionico y butirico.

V.5.2.4. Fibra total dietaria y almidon resistente

V.5.2.4.1 Fibra insoluble

Para la determinacion de la fibra insoluble se utilizo la
metodologia descrita por Shiga et al. (2004). En un envase de
vidrio color ambar se agregaron 1 g de la muestra pulverizada
y previamente desgrasada, 50 mL de solucion amortiguadora
de fosfato 0.08 mM a pH 6 y 100 pL de a-amilasa.
Posteriormente se incub6 a 95 °C por 30 min en bafio Maria con

agitacion continua.

A continuacion, ajustdo el pH a 7.5 con la muestra
atemperada y se adicionaron 100 yL de proteasa (5 mg/mL),
incubandose a 60 °C por 30 min con agitacion continua. Una
vez se ajustd el pH a 4 con la muestra atemperada, se
adicionaron 300 pL de aminoglucosidasa y se incubaron por 30
min a 60 °C con agitacion continua. Tras la incubacion, se filtré

con papel filtro Whatman No. 42 y se realizaron dos lavados con
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15 mL de agua destilada a 60 °C y 15 mL de etanol al 80 %. El
papel filtro se dej6é secar a 60 °C por 24 horas y se registro el
peso obtenido. La diferencia de peso entre los papeles filtro se
atribuy6 como la fraccion de fibra insoluble obtenida.

V.5.2.4.2 Fibra soluble

Basado en el método de determinacioén de fibra insoluble
de Shiga et al. (2004), el residuo obtenido en el inciso anterior
(IV.4.2.2.5.2) se conservo y se filtré nuevamente, adicionando
un volumen igual de etanol al 80 % y se dejé reposar por 12
horas. Después, se filtré con papel filtro Whatman No. 42
previamente pesado y se realizaron dos lavados con 15 mL de
etanol al 80 % y dos con 15 mL de acetona. Finalmente, se dejo
secar el papel filtro durante 24 horas a 60 °C y se registré su
peso. La diferencia de pesos fue interpretada como la fraccién

de fibra soluble.
V.5.3 Digestion Gastrointestinal in vitro:

Se simulé todo el proceso digestivo (desde la boca hasta su fermentacion
en el colon) de la botana horneada de maiz nixtamalizado y frijol comudn,
mediante la técnica adaptada y modificada por Campos-Vega et al. (2015). A
continuacion se describe la metodologia por etapas que fue utilizada, incluyendo
la participacion de individuos sanos e intestinos de ratas, previo andlisis y
aprobacion de éste protocolo por el Comité de Bioética de Universidad
Autébnoma de Querétaro y tomando en cuenta las disposiciones para el
tratamiento de los animales de acuerdo a las pautas de CIOMS, en donde se
establece que el correcto uso de animales debe conformarse de acuerdo a
investigacion médica en seres humanos, buscando medidas que eviten o
minimicen riesgos y supervisen la seguridad. Asimismo, se considerdé que la

evaluacion cientifica esta vinculada a la ética, siendo ésta Ultima esencial en la
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consideracion de los aspectos cientificos de una propuesta y asi determinar su
validez (CIOMS, 2002).

V.5.3.1 Simulacion de las condiciones de la boca:

En esta etapa, participaron 4 voluntarios sanos, que debieron de haber
consumido su ultimo alimento al menos 90 min antes del ensayo. Se les pidié

gue se enjuagaran la boca con agua antes de masticar la muestra.

Posteriormente, se les pidio a los voluntarios que masticaran 1 g de
botana horneada de maiz nixtamalizado y frijol cocido durante 15 veces por
15 segundos, y se requirid que descargaran el contenido en un vaso de
precipitado que contendra 5 mL de agua destilada. A continuacion, cada
individuo se enjuag6 la boca por 60 segundos con 5 mL de agua destilada y
depositaron dicho liquido en el vaso anterior. Luego de ello, se mezclaron las
suspensiones de cada muestra en un Unico vaso y se prepar6 un blanco que
contenia Unicamente agua destilada, que fue igualmente sometida al

procedimiento de masticacion ya descrito.
V.5.3.2 Simulacién de las condiciones del estbmago:

Para la etapa de estdmago, se tomaron 10 mL de la suspension
anterior y se les afiadio una solucion de HCI 2N con el fin de bajar el pH hasta
2.0. Se afadié a cada muestra pepsina (0.055 g, Sigma Aldrich) previamente
disuelta en 0.94 mL de HCI 20 mM y se incubaron con agitacién durante 2
horas a 37°C.

V.5.3.3 Simulacion de las condiciones del intestino delgado:

Para la etapa del intestino delgado, se prepararon previamente una
disolucién de 3 mg de hiel de buey con 2.6 mg de pancreatina, que seran
disueltos en 5 mL de soluciéon amortiguadora de Krebs-Ringer [la cual
contenia 118 mM de NacCl, 4.7 mM KClI, 1.2 mM MgSOa4, 1.2 mM KH2POa4, 25
mM NaHCOs, 11 mM Glucosa y 2.5 mM CaCl2) a pH 6.8 y preparada 30

40



minutos antes de ser utilizada]. La solucion anteriormente indicada se afadio
a la muestra y al blanco, donde su suspensiéon (15 mL) fue transferida a un
recipiente que contuvo un saco intestinal invertido, obtenido de acuerdo a

como se describe en los siguientes puntos.

V.5.3.3.1 Técnica del saco intestinal invertido utilizando ratas

Esta fue preparada de acuerdo a la metodologia adaptada y

ligeramente modificada a la descrita por Campos-Vega et al. (2015).
V.5.3.3.1.1 Manejo de los animales

Se emplearon 5 ratas macho de la cepa Wistar (peso
entre 250 y 300 g), clinicamente sanas, a las que se les realizd
la verificacion del sexo, peso y constancia de salud. Las ratas
fueron mantenidas por 24 horas en el bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM), Campus Juriquilla. Se alojaron dos ratas por jaula de
acero inoxidable (187 cm de ancho por 18 cm de alto) que
permitieron la entrada de aire y luz, incorporando un clip a
prueba de escape. Las ratas igualmente fueron mantenidas
bajo condiciones controladas de humedad (50 + 10 %), ciclos
dia/noche de 12/12 h, temperatura adecuada (23 + 2 °C),
condiciones aceptables de limpieza y ventilacidbn constante
(NOM-062-200-1999).

Las ratas fueron alimentadas con alimento comercial
Rodent Lab Chow 5001 (Nupec, Querétaro) y agua potable ad
libitum. Dieciséis horas antes del sacrificio, se les retird el
alimento y Unicamente se les dejo el agua, puesto que la técnica
del saco invertido requiere que los animales tengan un ayuno
de 16 h.
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V.5.3.3.1.2 Sacrificio de los animales y preparacion del saco

intestinal

Para el sacrificio, las ratas fueron anestesiadas en una
camara de éter etilico. Una vez anestesiadas, se les realizé una
incision abdominal en la linea media y luego, corte en la aorta
para su muerte instantanea. A continuacion, se les expuso el
intestino, y fue escindido un segmento de 20-25 cm del yeyuno
proximal de cada rata, que fue colocado en una solucién
amortiguadora de Krebs-Ringer gasificado con CO:z vy
mantenido a 37°C. El segmento de intestino removido se lavo
con la misma solucion amortiguadora para retirar residuos y
posteriormente fue volteado suavemente sobre una varilla de
vidrio y cortado en segmentos de 6 cm de longitud
(aproximadamente), que se ligaron de un extremo (éste
procedimiento se realiz6 con los segmentos de intestinos
sumergidos en la solucion amortiguadora de Krebs-Ringer para
evitar la pérdida de viabilidad del tejido).

El intestino se llen6 con 2 mL de la solucion
amortiguadora de Krebs-Ringer y el otro extremo se ligd para
crear un saco, que fue inmediatamente incubado en un bafo
conteniendo los 15 mL de la suspension de la simulaciéon del
estbmago a 37°C por 2 h, en agitacion continua (80 ciclos por

minuto) y en atmaosfera anaerobia (COz).

Luego del periodo de incubacion los sacos fueron
retirados y la parte de las muestras contenida en el recipiente
(posterior a retirar el saco intestinal), se denomind fraccion no
digerible (FND), que fue congelada a -80 °C para su posterior
cuantificacion. Asimismo, la fraccion no absorbible o fraccion

indigerible (FI), fue sometida al mismo proceso descrito
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(liofilizacion y almacenamiento a -80°C). Los experimentos se

realizaron por triplicado.
V.5.3.3.1.3 Manejo de los animales después del sacrificio

Debido a que éste estudio solo tiene como interés el
estudio del intestino de los animales, los 6rganos y tejidos
restantes fueron almacenados en bolsas color rojo y
congelados a -70°C. Las bolsas se marcaron con la leyenda
“desechos patologicos” y fueron almacenadas por un periodo
maximo de 15 dias hasta su debido transporte e incineracion,
como procede con las muestras biolégicas (NOM-087-ECOL-
SSA1-2002).

El material quirdrgico utilizado se dejé remojando con
cloro por 12 h, se lavo posteriormente y esterilizé para su ulterior

almacenamiento.

V.5.3.3.2 Fermentacion in vitro de la FND

Se siguié el método de fermentacion in vitro descrito por
Campos-Vega et al. (2009). Las fermentaciones se realizaron en tres
experimentos independientes con duplicado para cada FND. Rafinosa
(100 mg) fue empleada como control positivo del carbohidrato
fermentable bajo las mismas condiciones. El inéculo fecal humano,
empleado como fuente de microbiota representativa del colon, se
obtuvo de dos individuos voluntarios sanos en su primera evacuacion
del dia, con ausencia de enfermedades gastrointestinales y sin haber

consumido antibidticos en los 3 meses previos a la toma de la muestra.

Se prepararon tubos estériles (15 mL) con 9 mL de medio de
cultivo basal que contuvieron (g/L): agua peptonada 2.0, extracto de
levadura 2.0, cloruro de sodio 0.1, fosfato dibasico de potasio 0.04,

fosfato monobasico de potasio 0.04, sulfato de magnesio
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heptahidratado 0.01, cloruro de calcio dihidratado 0.01, carbonato de
sodio 2.0, cisteina HCI 0.5, sales biliares 0.5, Tween-80 2 mL y
hematina 0.2 g (previamente diluida en 5 mL de NaOH). Se sellaron
los tubos y se mantuvieron bajo una atmésfera anaerobia que contenia
una mezcla de gases (Hz- CO2-N2: 10:10:80, volumen) durante 12
horas. El in6culo fecal (3 g de materia fresca) se homogeniz6 con 27
mL de solucién de fosfato de sodio 1 M pH 7.0. Los tubos que
contenian el medio de cultivo basal fueron inoculados con 1 mL de
homogenizado fecal y se adicionaron 0.250 mg y 0.25 mL de la FND,
excepto para el control negativo. Se agitaron los tubos con vortex
durante 30 s y se incubaron en bafio de agua a 37 °C. Se mantuvo un
flujo continuo de la mezcla de gases hasta el término de la
fermentacion (24 h). Durante la fermentacion, el pH y la produccion de
AGCC se determinaron alas 0, 6, 12 y 24 h. La fermentacion se detuvo

centrifugando y congelando las muestras a -70 °C hasta su andlisis.

V.5.3.3 Célculos

V.5.3.3.1. Coeficiente de permeabilidad aparente (CP 0 Papp),
Coeficiente de permeabilidad neta (CPneta Papp neta) y Relacion de Flujo
de Salida

El coeficiente de permeabilidad aparente (CP 0 Papp por sus
siglas en inglés) se calculo utilizando la siguiente ecuacion (Lassoued
et al., 2011):

vV (cC
—— (¥
fan =77 (7))

Donde V es el volumen del contenido serosal (dentro del saco
intestinal), A es el area o superficie del segmento intestinal (calculada
por la ecuacion A=2nrh, siendo r el radio del segmento intestinal y h
es la longitud del segmento intestinal disponible para la permeacion),

t es el tiempo de incubacién, Co es la concentracion inicial en el lado
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de la mucosa (fuera del saco intestinal, es decir, la concentracion del
metabolito a calcular que provenia de la fase estomacal) y Cies la
concentracion en el lado serosal luego de un tiempo determinado (en

minutos).

El coeficiente de permeabilidad neta (CPneta O Papp net por sus
siglas en inglés) fue calculado de la siguiente forma (Lassoued et al.,
2011; Wahlang et al., 2011):

Papp net = Fapp (BL-AP) — Papp (AP - BL)

Donde Papp (BL - AP) es el coeficiente de permeabilidad
aparente del lado basolateral hacia el lado apical y Papp (AP - BL) es el
coeficiente de permeabilidad aparente del lado apical hacia el

basolateral.

La relacidon de flujo de salida se calcul6 utilizando la siguiente

ecuacion (Lassoued et al., 2011; Wahlang et al., 2011):

Pypp (BL - AP)

Flui g
lujo de Salida Py (AP - BL)

V.5.3.3.2. Flujo de Agua (FA)

El flujo de agua fue calculado mediante la siguiente ecuacion
(Khemiss et al., 2009):

Ws —W,
A

FA =

Donde W3 representa el peso del segmento intestinal lleno
luego del periodo respectivo de incubacién, W2 es el peso del
segmento intestinal antes de realizar la incubacién y W1 es el peso

inicial del segmento intestinal (vacio).
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V. 5.3.3.3. Bioaccesibilidad de compuestos

La bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos vy
oligosacaridos a lo largo del tracto gastrointestinal se calcul6 por
medio de la siguiente ecuacion (D’Antuono et al., 2015):

Ci —Cr

-1009
Cr &

Bioaccesibilidad =

Donde Cies la concentracion inicial de los compuestos y Ct es
la concentracién final obtenida en los diferentes tiempos de

incubacion.
V.5.5. Capacidad Antioxidante
V.5.5.1. Método DPPH:

Esta determinacion se llevo a cabo de acuerdo a la técnica propuesta
por Fukumoto & Mazza (2000), adaptado a microplaca. Se afadieron 20 uL
de extracto metandlico o muestra de digestién y 200 uL de solucién de DPPH
en microplaca. Asimismo, se afiadieron 20 uL de metanol y 200 uL de DPPH
como solucién control. Las muestras se prepararon por triplicado y la lectura
se realizé cada 10 minutos durante 90 minutos a una longitud de onda de 540
nm en un espectrofotdmetro de UV-VIS (Thermo Scientific). La capacidad
antioxidante fue calculada (en umol equivalentes de Trolox/g de muestra),
utilizando como comparacion una curva estandar de Trolox previamente

preparada.
V.5.5.2. Método ABTS:

La capacidad antioxidante del radical ABTS (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se realiz6 de acuerdo a la metodologia de
Nenadis et al. (2004), en microplaca. Los radicales ABTS** fueron generados
por la adicién de 88 uL de una solucién 140 mM de persulfato de potasio a 5

mL de una solucion de sal diamonio ABTS (7 mM) al 98%, la cual fue
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guardada en vial oscuro y se dejo actuar por al menos 12 horas a temperatura

ambiente.

Pasadas las 12 horas, se mezclaron 500 uL de la solucion de radicales
ABTS** con la cantidad suficiente de etanol hasta que la absorbancia
estuviera entre 0.7 y 1.0, la cual se verificé en un espectrofotometro UV-VIS
(Thermo Scientific) a una longitud de onda de 734 nm. Una vez realizado este
procedimiento, se procedié a adicionar en una placa de 96 pozos 20 uL de
muestra y 230 uL de nueva solucion etandlica de ABTS*®*, verificando de
cubrir los pocillos con parafilm y papel aluminio para evitar la volatilizacién
del metanol y la degradacion por la luz del radical.

La capacidad antioxidante fue calculada (en umol equivalentes de
Trolox/g de muestra), utilizando como comparacién una curva estandar de

Trolox previamente preparada.
V.5.6 Cultivo Celular

La linea celular RAW 264.7 de macréfagos murinos se cultivé en medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (ATCC) adicionado con suero fetal
bovino (10 %, Gibco, Grand Island, New York), antibi6ticos y antimicoticos (1 %),
bicarbonato sodico (1.5 g/mL) y piruvato de sodio (0.1 %). El medio de cultivo se
cambioé por medio fresco cada tercer dia hasta alcanzar la confluencia. Las
células se mantuvieron en incubacion a 37°C bajo una atmaésfera humidificada
de CO:2 (5%) en una incubadora Thermo Scientific 3100. Las células fueron

manejadas en una camara de bioseguridad (NuAire) (Lopez-Barrera et al., 2016)

IV.5.6.1. Ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) para viabilidad celular

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por parte de la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color

azul (formazan), permitiendo asi determinar la funcionalidad mitocondrial de
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las células tratadas. El método ha sido muy utilizado para medicion de
supervivencia y proliferacién celular, donde la cantidad de células vivas es

proporcional a la cantidad de formazan producido (Castro de Pardo, 2006).

Las células RAW 264.7 se sembraron en cajas de 96 pozos (p: 1x10*
células/pozo) en medio de cultivo DMEM, adicionado con suero fetal bovino
(10%), antibidticos y antimicéticos (1%). A las 24 h de incubacién, el medio
fue sustituido por el mismo DMEM pero ahora suplementado con 0.5 % de
albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, Canada Ltd.) conteniendo 0 %
(contral), 5, 7.5, 10, 15, 20 y 25 % del extracto fermentado de la fraccion no
digerible o EFFND, posterior a la fermentacion coldnica, del totopo de harina
de maiz nixtamalizado y frijol comun cocido. Cada una de estas soluciones
fue preparada mezclando el extracto fermentado con lipopolisacaridos (LPS)
para estimular la inflamacién, en una concentracion de 1 ug/mL. Un ensayo
similar pero sin la adicion de lipopolisacaridos se llevara a cabo para
determinar el efecto del extracto solo sobre viabilidad celular.

Para ésta técnica se trabajé con luz apagada y protegiendo los
reactivos y la placa de la luz. Como control positivo se utilizé una solucion de
sélo lipopolisacéaridos (1 pg/mL). Todos los tratamientos se incubaron por

otras 24 h a 37°C en atmoésfera humidificada de 5% CO:a.

Transcurrido dicho tiempo, el medio gastado fue retirado y se apart6
para la medicion de la produccion de oxido nitrico (NO). A las células tratadas
de cada pocillo de la placa se les afiadié 200 uL de una solucién preparada
previamente de MTT disuelto en medio DMEM a una concentracion de 0.5
mg MTT/mL libre de suero fetal bovino. La placa se incubé durante 2 h.

Luego de la incubacion, el colorante que quedo sin reaccionar se retird
y los cristales de formazéan, formados a partir de MTT, fueron disueltos en
DMSO. Una vez finalizado ello, la placa se incub6 por 5 min a temperatura
ambiente y se ley0 la absorbancia a A=570 nm en un espectrofotometro. La

viabilidad de las muestras fue calculada utilizando la siguiente ecuacion:
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Abs
% de viabilidad = ﬁ“em 100
control

Los experimentos se realizaron por duplicado para su posterior
evaluacion estadistica. Del mismo modo, los resultados fueron utilizados para
la elaboracion de una curva dosis-respuesta, buscando calcular el ICso 0 la
Concentracion Inhibitoria Maxima Media de las células sometidas al ensayo

con el extracto fermentado del EFFND

IV.5.6.2 Determinacion de la produccion de oxido nitrico (NO) en macréfagos
RAW 264.7 estimulados con lipopolisacéaridos (LPS)

La acumulacion de nitrito, un indicador de la produccién de NO, se
determinara en el sobrenadante del cultivo mediante el ensayo colorimétrico
del reactivo de Griess. Los macrofagos RAW 264.7 se trataron de forma
similar a la descrita en el numeral anterior de viabilidad celular. En resumen,
las células fueron incubadas con medio base o LPS adicionado con el
extracto fermentado de la fraccién no digerible (EFFND) del totopo de harina
de maiz nixtamalizado y frijol comun cocido a diferentes concentraciones
conteniendo 0 (control), 10, 20, 30, 40 y 50 % durante el tiempo de
fermentacion que haya presentado la mayor concentracion de compuestos
bioactivos. Pasado este tiempo, se retiraron 100 pL del medio gastado con

ayuda de una pipeta multicanal y se pasaran a una nueva placa de 96 pozos.

Posteriormente, a cada pozo de la placa que contenia el medio
gastado se les afiadié 100 uL de Reactivo de Griess [sulfanilamida al 1%
disuelta en 5% de &cido fosférico y 0.1% N (1-naftil) etilendiamina
Dihidrocloruro disuelta en agua] y se incubaron durante 10 min en la
oscuridad. La cantidad total de nitrito presente se calculd sobre la base de la
absorbancia de las muestras a A=550 nm a partir de una curva estandar de
nitrito de sodio. Los experimentos se hicieron por duplicado para su

evaluacioén estadistica.

49



V.6 Andlisis Estadistico

Para el estudio nutrimental y nutracéutico los resultados que se obtuvieron
se expresaron como la media + desviacion estandar. Cada uno de los valores se
obtuvo a partir de tres réplicas de manera independiente y aleatoria. Las diferencias
entre medias se analizaron por el método de Tukey utilizando el programa JMP
version 8.1. Las diferencias entre medias del mismo tipo se analizaron por la prueba
t de Student. Las diferencias entre las medias y un control se analizaron por la
Prueba de Dunnett.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1. Contenido de proteina, lipidos, ceniza, humedad y carbohidratos en
materia primay totopos:

En el Cuadro 4 se presentan los resultados del analisis quimico proximal de
los granos crudos de maiz (Zea mays L., var. PBN) y frijol (Phaseolus vulgaris L.,
var. Bayo Madero), harina de maiz nixtamalizado, harina de frijol cocido y totopo
horneado con mezcla de 70 % harina de maiz nixtamalizado y 30 % harina de frijol
cocido.

Cuadro 4. Contenido de proteina, lipidos, ceniza, humedad y carbohidratos de

materia prima y totopo de mezcla de maiz y frijol.

Carbohidratos

Muestra  Proteina (%) Lipidos (%) Cenizas (%) Humedad (%) %)
MC 10.25 £ 0.232 7.90 £0.162 1.34 £ 0.012 10.95 £ 0.092 68.67 £0.242
HMN 12.69 + 0.05° 7.33 +£0.06° 1.58 + 0.01° 9.54 + 0.05° 69.43 £0.042
FC 21.17 £ 0.80° 1.34 £0.02¢ 3.98 £ 0.09° 9.27 £ 0.02¢ 62.79 +0.84°
HFC 22.87 £1.72° 1.40 £ 0.10¢ 3.84 £0.13°¢ 6.85 + 0.13¢ 66.28 +1.93¢
T7030 17.08 + 0.20¢ 5.13 + 0.34¢ 3.57 £ 0.05¢ 6.48 £ 0.04¢ 70.34 +0.26¢
TC 8.11 £ 0.39¢ 21.45 £ 1.45° 1.67 +£0.01f 1.83 +0.14f 66.94 £ 1.99¢

MC: Maiz Crudo; HMN: Harina de maiz nixtamalizado; FC: Frijol crudo; HFC: Harina de frijol cocido;
T7030: Totopo horneado con mezcla de 70 % de harina de maiz nixtamalizado y 30 % de harina de
frijol cocido; TC: Totopo comercial frito con mezcla frijol-maiz. Los resultados representan la media
de tres réplicas + desviacién estandar (expresados en base seca, excepto la determinacion de
humedad). Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias significativas en la Prueba t
de Student para el mismo tipo de materia prima (MC y HMN; FC y HFC; HT y HTC).

De acuerdo con los valores obtenidos en el Cuadro 4, se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05) en el contenido de proteinas entre el maiz crudo
y la harina de maiz nixtamalizado, asi como entre los dos tipos de totopos
evaluados, pero no entre el frijol crudo y la harina de frijol cocido. El contenido de
proteina para el maiz crudo fue de 10.25 %, por debajo de lo reportado por Vazquez-
Carrillo et al. (2014) (13.1 %) y por encima de lo reportado por Cuéllar-Nufiez (2015),
(7.14 %), para la misma variedad de maiz. Estos contenidos de proteina son

mayores a los encontrados en otras variedades de maiz comerciales, debido a que
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en los mismos, para la variedad de maiz utilizada (PBN), el mayor tamafo del
germen aumenta el contenido de proteina (White & Weber, 2003); en efecto,
Preciado-Ortiz et al. (2013) reporta proporciones de germen respecto al total del
grano de 8.08 % al 9.93 %. Los valores de proteinas encontrados para harina de
maiz nixtamalizado son similares a los reportados por Cuéllar-Nafez, (2015), y
Trevifio-Mejia et al. (2013), (11.98 % y 9.43 %), y sus diferencias significativas en el
contenido proteico respecto al maiz crudo pueden deberse al tiempo de remojo y
cocciéon del maiz, ya que durante la nixtamalizacién la pérdida de material
(pericarpio y porciones de germen) pudo incrementar la proporcion proteica en la

harina de maiz nixtamalizado (Rojas-Molina et al., 2008).

Respecto al contenido de proteina en frijol crudo, los resultados coinciden
dentro de lo reportado por Sdnchez-Arteaga et al. (2014), para niveles de proteinas
de diferentes variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.) crudo (19.7 % - 23.6 %),
aunque los valores son menores a los reportados por Cuéllar-Nufez (2015), y
Campos-Vega et al. (2009), (29.58 % y 14.2 %, respectivamente) pero similares a
los reportados por Meza-Rivera (2011), (21.60 %) para la misma variedad de frijol.
Para los valores de proteina de frijol cocido, estos son menores a los reportados por
Cuéllar-Nufiez (2015), (29.65 %) y mayores a los reportados por Campos-Vega et
al. (2009), (16.2 %), diferencias que podrian ser debidas al método de coccion
utiizado donde hay cambios en las estructuras de las proteinas del frijol,
modificando su solubilidad y provocando posible pérdida de las mismas en el agua
de coccion, modificando los valores reportados (Ferreira et al., 2014; Naozuka &
Oliveira, 2012).

Mientras que el contenido de proteinas del totopo fue menor al reportado por
Cuéllar-Nufiez (2015) (15.36 %), resultado que puede deberse al menor contenido
de proteina de la harina de frijol cocido utilizada en la elaboracién de la botana,
aunque son similares a lo reportado por Meza-Rivera (2011), que obtuvo un
contenido de proteinas para una botana horneada de harina de maiz nixtamalizado
comercial y harina de frijol cocido var. Bayo Madero de 10.15 %. Asimismo, estos

valores de proteinas son superiores a los reportados por Anton et al. (2009) para
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botanas extruidas de almidon de maiz adicionadas con 30 % harina de frijol comun
cocido, siendo del 6.88 % y 6.23 % cuando es adicionada la variedad Navy y Small
Red, respectivamente. El totopo horneado presentd un contenido proteico mayor al
comercial, explicado por los contenidos de proteina de sus materias primas
originarias, considerando que para este totopo comercial gran parte de su

constitucion era maiz.

El contenido de lipidos en el maiz crudo presento diferencias significativas (p
> 0.05) con la harina de maiz nixtamalizado, donde el contenido lipidico del maiz
crudo fue superior al reportado por Vazquez-Carrillo et al. (2014), (5.5 %). Si bien
estos contenidos de lipidos en la variedad utilizada son mayores a los reportados
para variedades comerciales de maiz, que fluctian entre 2 %y 6 % (Serna-Saldivar,
2010), es de destacar que el perfil de acidos grasos para las variedades de maiz de
alto contenido de aceite se caracteriza por contener del 78.92 % al 84.76 % del total
de acidos grasos conformado por acido oleico (OLA) y Linoleico (LOA) (Preciado-
Ortiz et al., 2013). Por otra parte, la reduccion en el contenido de lipidos entre la
harina de maiz crudo y la harina de maiz nixtamalizado pueden deberse a la pérdida
del pericarpio, el pedicelo o parte del germen durante el proceso de nixtamalizacién
ya que éstas son las partes del grano en las que se concentra la mayor cantidad de
lipidos (Paredes-Lopez et al., 2009). Es importante establecer que esta mayor
rigueza en lipidos se buscé adicionar al totopo con el objetivo de aportar un
contenido graso propio de la materia prima y no por parte del procedimiento de

elaboracion.

Por lo que respecta para el contenido lipidico de la harina de frijol crudo y
cocido, no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05), habiéndose
determinado mayores contenidos de lipidos en harina de frijol crudo que lo reportado
por Cuéllar-Nufiez (2015), (1.24 %) pero menores contenidos para la harina de frijol
cocido para el mismo autor (1.99 %). Ambas cuantificaciones presentadas en este
trabajo fueron mayores a las reportadas por Campos-Vega et al. (2009), para la
misma variedad de frijol (0.8 % y 0.9 % respectivamente para frijol crudo y cocido),

por lo que no hay diferencias significativas en el contenido lipidico de frijol crudo y
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cocido. La importancia biolégica de la presencia de lipidos en el frijol esta
relacionada con la formacion de complejos entre estos y la amilosa que podrian
desarrollarse durante la coccion de esta leguminosa y asi afectar la disponibilidad
de almidén (Carmona-Garcia et al., 2007).

Para el caso de la botana horneada, el contenido de lipidos es mayor al
reportado por Cuéllar-Nufiez (2015), (4.30 %) y menor a lo reportado por Meza-
Rivera (2011), para botanas fritas de mezcla de harina de maiz nixtamalizado y frijol
comun cocido (11.42 %), diferencias dadas por el procedimiento de obtencion de la
botana. Asimismo, el contenido de lipidos del totopo horneado presenté diferencias
significativas (p > 0.05) con el totopo comercial debido al proceso de elaboracién de
este ultimo, considerando que la fritura aflade alto contenido de aceite a los
productos, cuyos porcentajes de grasa pueden variar entre el 24 % y 27 % para el
caso de tostadas fritas (Morales y Vélez, 2010) y del 20 % al 25 % para los totopos
fritos (Véles, 2004).

En lo que respecta al contenido de cenizas present6 diferencias significativas
(p > 0.05) entre la harina de maiz crudo y la harina de maiz nixtamalizado. El
contenido de cenizas de la harina de maiz crudo y harina de maiz nixtamalizado
fueron similares a los reportados por Cuéllar-Nufiez (2015) (1.21 % y 1.53 %,
respectivamente) para la misma variedad de maiz. Ullah et al. (2010) reportan
valores de cenizas para diferentes variedades de maiz crudo entre 0.70 % y 1.20
%, por lo que el valor reportado en este trabajo se acerca a esta cuantificacion.
Flores-Farias et al. (2002) reportaron, para harinas comerciales de maiz
nixtamalizado, porcentajes de minerales de 1.35 %, menores a los reportados en
este trabajo. Estos resultados coinciden con el comportamiento del proceso de
nixtamalizacion, el cual contribuye, entre otros beneficios, a la mejora de la calidad
nutricional del maiz impidiendo la pérdida de nutrimentos por lixiviacién durante la
coccion, ya que la capa de aleurona permanece alrededor del grano y permite la
incorporacion de calcio de alta biodisponibilidad, incrementando la relacion calcio:
fésforo de 1:20 en el maiz hasta 1:1 en productos como las tortillas (Bressani, 2008).

Sin embargo, ha sido reportado que el contenido de cenizas en el maiz puede
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reducirse ligeramente (especialmente de los niveles de calcio), si se deja en reposo

por un tiempo de 8 a 10 horas (Bressani et al., 2004)

También se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) en el contenido
de cenizas entre la harina de frijol crudo y la harina de frijol cocido, siendo el valor
de éste ultimo menor al reportado por Cuéllar-Nufiez (2015), (1.99 %) y menor que
el de la harina de frijol crudo. Este comportamiento es similar en comparacion con
los datos reportados por Campos-Vega et al. (2009), el contenido de cenizas de la
harina de frijol crudo es similar (3.7 %), pero los valores para la harina de frijol cocido
son menores al cuantificado por los autores en mencion (3.7 %), diferencias que
pudieron ser dadas por las diferencias de afio de cosecha (Ramirez-Jiménez et al.,
2014). Aunque Duenfas et al., (2016) reporto posibles reducciones en los contenidos
de minerales por la lixiviacién de estos al agua de coccidn, éste procedimiento no
es del todo negativo puesto que ayuda a descartar factores antinutricios (Fernandes
et al., 2010). A pesar de ello, la integracion del agua de coccion junto al frijol evité

tener reducciones importantes en su contenido de minerales.

El contenido de cenizas en la harina de totopo horneado fue menor a la
reportada por Cuéllar-Nufez, (2015), (4.34 %), reduccion que pudo haberse debido
a la mayor pérdida de minerales de la harina de frijol cocido de partida en la
elaboracion de la botana. Por su parte, el contenido de cenizas en el totopo
comercial frito fue menor, debido a la constitucién del mismo, ya que de acuerdo a
las indicaciones del fabricante, esta constituido en su mayoria por maiz y contiene

cantidades bajas de cuatro variedades de frijol: Azuki, Negro, Pinto y Rojo.

En el contenido de humedad se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre la harina de maiz crudo y la harina de maiz nixtamalizado, entre
la harina de frijol crudo y la harina de frijol cocido y los dos tipos de totopos
evaluados (p > 0.05). Para la harina de maiz crudo, los resultados son similares a
los reportados por Cuéllar-Nufiez (2015), (10.05 %), donde las posibles diferencias
pueden ser debidas al tipo de almacenamiento del maiz y la posibilidad de
incorporar humedad con el paso del tiempo, puesto que se utilizé el mismo afo de

cosecha (2014). Para el caso de la harina de maiz nixtamalizado, el valor es mayor
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al reportado por Cuéllar-Nufez (2015), diferencias debidas a las condiciones de
secado de la harina y almacenamiento en refrigeracion. Los contenidos de humedad
de las harinas de frijol crudo y cocido son similares a los reportados por Cuéllar-
Nufez (2015), (7.47 %y 9.73 %, respectivamente) y Meza-Rivera (2011), para frijol
crudo (9.61 %). El contenido de humedad del totopo horneado fue mayor al
reportado por Cuéllar-Nafiez (2015), (3.53 %), diferencias obtenidas por

modificaciones al método de coccion y las caracteristicas del horno utilizado.

El contenido de carbohidratos de la harina de maiz crudo no presento
diferencias significativas con la harina de maiz nixtamalizado (p > 0.05) pero si hubo
diferencias entre la harina de frijol crudo y cocido. Para las harinas de maiz, los
contenidos de carbohidratos se encuentran dentro de lo reportado por Cuéllar-
Nufez (2015), (74.63 % y 70.27 %, respectivamente para MC y HMN, en la misma
variedad de maiz). Autores como Vasquez-Carrillo et al. (2014) reportaron valores
de almidon total equivalentes a 70.4 % para la misma variedad de maiz crudo, un
valor que se aproxima al encontrado en este trabajo, aunque este fue de
carbohidratos totales Ademas, se ha reportado que los cambios en el contenido de
carbohidratos durante el proceso de nixtamalizacion son bajos y estos son
principalmente en el contenido de almidon, alcanzandose pérdidas cercanas al 5%,

que son recuperadas en el agua del nixtamal (Bressani, 2008).

Frente al contenido de carbohidratos de las harinas de frijol, las diferencias
encontradas se explican en que el proceso de coccion del frijol en agua provoca la
pérdida de carbohidratos solubles, los cuales migran hacia el agua de coccion,
especialmente los azlcares totales solubles, azlcares reductores y azucares no
reductores. Se ha reportado que las pérdidas de carbohidratos en frijol pueden
variar en porcentajes que van del 2.5 % — 13.6 % para azucares solubles y del 4.27
% - 39.50 % para almidén (Rehman et al., 2001). El contenido de carbohidratos del
totopo es similar al reportado por Cuéllar-Nufiez (2015), (72.48 %) para la misma
proporcion de HMN y HFC.

56



VI.2. Potencial Nutracéutico:
VI.2.1. Contenido de fibra dietaria:

En el Cuadro 5 se presentan los resultados del contenido de fibra dietaria
total, soluble e insoluble en materia prima y totopos evaluados:

Cuadro 5. Contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble y almidon resistente
en materia prima y harinas de maiz, frijol y totopos.

Fibra Total (%) Fibra Insoluble (%) Fibra Soluble (%)

MC 12.26 + 1.402 10.46 £ 0.712 1.79 +0.702
HMN 7.99 +0.18° 6.06 £ 0.17° 1.93 + 0.342
FC 17.68 + 1.77°¢ 14.89 + 1.00° 2.79+0.76°
HFC 20.92 + 0.76¢ 15.99 + 1.06° 4.92 + 0.76°
T7030 17.13 +1.38° 15.75 + 1.22¢ 1.39 £+ 0.16¢
TC 14.06 + 0.65' 11.95 + 0.52¢ 2.11 +0.13¢

MC: Maiz Crudo; HMN: Harina de maiz nixtamalizado; FC: Frijol crudo; HFC: Harina de frijol cocido;
T7030: Totopo horneado con mezcla de 70% de harina de maiz nixtamalizado y 30% de harina de
frijol cocido; TC: Totopo comercial frito con mezcla frijol-maiz. Los resultados representan la media
de tres réplicas * desviacion estandar (expresados en base seca). Diferentes letras en la misma
columna expresan diferencias significativas en la Prueba t de Student para el mismo tipo de materia
prima (MC y HMN; FC y HFC; HT y HTC).

De acuerdo a los valores del Cuadro 5, el contenido de fibra total presento
diferencias estadisticamente significativas entre las materias primas del mismo tipo
y los dos tipos de totopo evaluados (p > 0.05). Cabe destacar que solo para las
harinas de maiz no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
la fraccion soluble de la fibra (p > 0.05); y para las harinas de frijol no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la fraccion insoluble de la fibra (p >
0.05).

Los valores de fibra total e insoluble son menores a los reportado por Cuéllar-
Nufez, (2015), para la misma variedad de maiz crudo (18.99% y 1.97 %
respectivamente para maiz crudo) aunque similares para harina de maiz
nixtamalizado (7.05 %, 6.02 % y 1.03 % respectivamente para fibra total, insoluble

y soluble). Grajales-Garcia et al. (2012) reporta contenidos menores de fibra total
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digerible para masa de maiz nixtamalizado de alta calidad proteica (7.89 %) a los
reportados en este trabajo, aunque cabe destacar que la variedad de maiz y el afio
de cosecha fueron diferentes (Maiz de alta calidad proteica var. Ancho, cosecha
2009). Otras alternativas que explican los cambios observados en los contenidos de
fibra de las fracciones solubles e insolubles del maiz pueden ser atribuidas al
tratamiento térmico alcalino, donde el desprendimiento del pericarpio provoca una
reduccioén en la proporcion total de fibra para el maiz (Bressani, 2008), explicandose
asi las diferencias encontradas en el contenido total de fibra de las harinas de maiz.
Por otra parte, se ha reportado un incremento en la fibra soluble al reducirse el peso
molecular de las sustancias solubles unidas a polisacaridos en la nixtamalizacion,
comportamiento que también es observado en las harinas de frijol, donde se
solubilizan algunos compuestos ligados a la fraccién insoluble como los azUcares
simples por la degradacion de los polisacaridos pécticos y la celulosa (Cabrejas et
al., 1999; Singh et al, 2007).

Los valores de fibra total, soluble e insoluble obtenidos para las harinas de
frijol son menores a los reportados por Meza-Rivera, (2011), para la misma variedad
de frijol, aunque es de destacar que en el caso de Meza-Rivera, (2011), el frijol fue
sometido a un proceso de extrusion, del cual se ha reportado que ocasiona
incremento en la fraccién soluble de la fibra de frijol hasta en un 9.2 % (Martin-
Cabrejas et al., 1999, Campos-Vega et al., 2009), para la misma variedad de frijol
crudo, reportaron valores superiores de fibra insoluble a los encontrados en este
trabajo (25.2 %) aunque menores de soluble (0.6 %); para el caso de la harina de
frijol cocido, por la misma metodologia, Campos-Vega et al., (2009), reporta valores
mayores de fibra insoluble y soluble (41 % y 14 %, respectivamente). La fibra
insoluble dietaria constituye la mayor fraccion de fibra en el frijol comun,
representando cerca del 79 % del total de fibra, mientras que la soluble representa
hasta el 29 % aproximadamente en el frijol. El grado de solubilizacién de fibra va a
depender de la polimerizacion de la fibra insoluble a soluble (Duefias et al., 2016).
Por otra parte, las diferencias encontradas pueden ser atribuibles a que, aun

tratandose de la misma variedad de frijol, los afilos de cosecha con diferentes,
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tomando en cuenta que las condiciones ambientales varian considerablemente de

un afo a otro (Ramirez-Jiménez et al., 2014).

En el caso del totopo horneado, los contenidos de fibra insoluble son mayores
a los reportados por Cuéllar-Nufiez, (2015), para el mismo tipo de totopo (17.94 %),
diferencias dadas por el mayor aporte de fibra de la harina de maiz nixtamalizado
utilizada en relacién a su mayor tiempo de coccién alcalina (14 horas contra 12
horas al que lo sometid6 Cuéllar-Nufiez). Sin embargo, este totopo horneado no
presentd diferencias estadisticamente significativas con el control comercial
utilizado en los porcentajes de fibra total y fibra insoluble, pero si en los de fibra
soluble (p > 0.05), algo que pudiera ser explicado por el tipo de procesamiento de
ambos tipos de totopo. Hasta donde se tiene revisado no hay datos para totopos y
menos aun horneados, sin embargo, los valores de fibra total de la botana horneada
son similares a los reportados por Mora-Avilés et al. (2007) para tortillas de maiz de
calidad regular nixtamalizado, enriquecidas con harina de frijol coman cocido (21 %)
y menores para las mismas tortillas pero aquellas elaboradas con maiz de alta
calidad proteica (34 %). En este mismo orden de ideas, Santiago-Ramos et al.
(2015), para tortillas elaboradas 100 % maiz, reporta valores de fibra dietaria total
para diferentes concentraciones de sales de calcio, similares a los reportados en
este trabajo (12.2 % - 19.7 % de fibra total), e igualmente para valores de fibra
insoluble (1.7 % - 3.2 %). Para frituras de papa, Thed & Phillips, (1995) reportaron
gue no existen diferencias significativas en los contenidos de fibra total y fibra
soluble para procesos de fritura profunda y horneado, aunque si para fibra insoluble,
explicandolo a través del aumento en los contenidos de almiddn resistente, el cual
fue correlacionado con la fibra insoluble, por la formacién de complejos amilosa-
lipidos, que son resistentes a la ruptura de amilosa. Aunque el comportamiento
descrito no coincide con los resultados obtenidos, pudieron deberse al método de
cuantificacion, que no contaba con las correcciones hechas por la AOAC hoy en dia
donde se incluyen valores de fibra dietaria de bajo peso molecular, componentes
como inulina y polidextranos y algunos tipos de almidén resistente (Megazyme,
2016).
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VI.2.2. Contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en materia

prima y harinas:

En el Cuadro 6 se muestran los resultados de la cuantificacion por HPLC de

diferentes compuestos fendlicos:

Cuadro 6. Contenido de compuestos fendlicos de materias primas y harinas de
totopos

- o Acido Acido Acido p- Acido
Acido Galico? : : : )
Clorogénico? Cafeico? Cumarico? Ferulico?
HMN 55.39+0.51 24.86 + 2.25 ND 65.02 + 1.03 132.88 +11.39
HFC 37.67 £1.43 12.37 £ 3.12 ND ND ND
T7030 50.39 +2.932 ND 11.08 £ 0.50 19.59 £ 2.012 71.97 £ 8.312
TC 88.65 + 10.91° ND ND 6.50 + 0.53 31.64 + 2.54°

HMN: Harina de maiz nixtamalizado; HFC: Harina de frijol cocido; T7030: Totopo horneado con
mezcla de 70% de harina de maiz nixtamalizado y 30% de harina de frijol cocido; TC: Totopo
comercial frito con mezcla frijol-maiz. Los resultados representan la media de tres réplicas +
desviacion estandar (expresados en base seca). Diferentes letras en la misma columna expresan
diferencias significativas en la Prueba t de Student para el mismo tipo de materia prima (HT y HTC).
! Contenido de compuestos fendlicos en ug compuesto/g de muestra.

De acuerdo a los resultados expresados en el Cuadro 6, el compuesto
fendlico mayoritario en la harina de maiz nixtamalizado es el acido ferulico, uno de
los tres acidos mayoritarios en el grano de maiz (ademas del p-cumarico y el
sinapico) (Salinas-Moreno et al., 2007). El contenido de acido feralico encontrado
es mayor al reportado para variedades de maiz blanco (120 pg/g muestra) y amarillo
(102 ug/g muestra) (Singh et al., 2011) sin nixtamalizar, hallazgo que coincide con
el comportamiento de éste compuesto en la coccion alcalina del maiz, la cual
incrementa el contenido de &cido ferdlico libre y conjugado al presentarse una
ruptura del enlace éster de los mismos a las heteroxilanas, que constituyen las
hemicelulosas del maiz (Duodu et al., 2003). Asimismo, estos hallazgos son
similares a los reportados por De la Parra et al. (2007) para masa y chips de tortilla
fritos elaborados a partir de harina de maiz nixtamalizado de otra variedad.

Respecto al acido p-cumarico, se ha reportado su presencia en harina de

maiz nixtamalizado aunque se ha indicado que la coccién térmico-alcalina provoca
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una degradacion de varios compuestos fendlicos, especialmente de los acidos
hidroxicinAmicos que son liberados conforme avanza la nixtamalizacion (Salinas-
Moreno et al., 2007). También se ha reportado la presencia de &cido cafeico en
maiz en forma de compuesto fendlico libre que le confiere a la planta proteccion
contra plagas de insectos como Sesamia nonagrioides (Santiago et al., 2005) y
como uno de los principales compuestos fendlicos presentes en variedades

pigmentadas de maiz junto al &cido clorogénico (Ramos-Escudero et al., 2012)

En el caso de la harina de frijol cocido, para el contenido de &cido galico de
las muestras evaluadas, el contenido es menor al reportado por Ramirez-Jiménez
et al. (2014) (128.18 ug/g muestra). Respecto al 4cido clorogénico, su contenido es
menor al reportado por Islas-Gomez (2015), (36.51 pg/g muestra). Tanto el &cido
galico como el acido clorogénico son los dos acidos fendlicos mayoritarios en frijol
comun, donde sus contenidos dependen del cultivar y las condiciones de
crecimiento del mismo (Huber et al., 2014). Se ha reportado que la coccion del frijol
y procesos mecanicos favorecen la liberacion de estos dos acidos (Huber et al.,
2014; Ramirez-Jiménez et al., 2014) ya que en estos hay un rompimiento de las

paredes celulares, mejorando su extraccién (Aguilera et al., 2011).

Para las harinas de totopo, se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre la harina de totopo horneado y el totopo control. Es importante
establecer que el contenido de harina de frijol fue diferente en ambos totopos,
siendo mayor en el totopo horneado que en el totopo frito tomado como control. La
mayor riqueza en compuestos fendlicos del totopo horneado puede ser atribuida e
al origen de la materia prima, asi como a los procesos de coccién que afectan el
contenido de compuestos fendlicos totales (18 — 54% de pérdida en trozos de
calabaza), donde a mayor tiempo de exposicion mayor pérdida (Azizah et al., 2009),
aungue la optimizacién de métodos de coccidn rapida con poca pérdida de agua

puede llevar a retener los mismos en la matriz alimentaria (Segev et al., 2012).

Se ha relacionado el contenido de compuestos fendlicos de muchas matrices

alimentarias con la capacidad antioxidante (Gorinstein et al., 2010), por lo que en
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ese trabajo se llevo a cabo la evaluacion de la capacidad antioxidante de extractos

metanolicos de las harinas (Cuadro 7)

Cuadro 7. Capacidad antioxidante de harinas de maiz, frijol y totopos.

DPPH * ABTS
HMN 0.39 % 0.003 0.77 £ 0.002
HFC 0.44 £0.17 0.69 + 0.01
T7030 0.33£0.012 0.60 + 0.052
TC 0.46 + 0.02° 0.67 +0.01°

HMN: Harina de maiz nixtamalizado; HFC: Harina de frijol cocido; HT: Totopo horneado con mezcla
de 70% de harina de maiz nixtamalizado y 30% de harina de frijol cocido; TC: Totopo comercial frito
con mezcla frijol-maiz. Los resultados representan la media de tres réplicas + desviacion estandar
(expresados en base seca). Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias
significativas en la Prueba t de Student para el mismo tipo de materia prima (HT y HTC). ! Capacidad
antioxidante expresada como umol equivalentes de trolox / g muestra.

Se encuentran diferencias en los valores de actividad antioxidante en cada
uno de los métodos utilizados, esto debido a las diferencias existentes en los
mismos en cuanto a sus mecanismos de accion. Se presenta la misma tendencia
en el incremento o decrecimiento de los valores en las dos metodologias utilizadas,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) entre las
capacidades antioxidantes de la botana horneada y la comercial frita, siendo
mayores los valores en esta ultima. Si bien las dos técnicas utilizadas son similares,
debido a que ambas han mostrado limitaciones en cuanto a su relevancia en
sistemas biolégicos, se utilizan como técnicas complementarias de observacién de

capacidad antiradical (Schaich et al., 2015).

Tanto ABTS como DPPH involucran la reduccion de un oxidante coloreado,
donde especificamente ABTS se basa en la generacion de un cation monoradical
ABTS** de coloracion azul/verde que puede ser reducido por antioxidantes (Floegel
et al., 2011). En este proceso, de transferencia de electrones, se presenta un
ensayo de punto final donde cualquiera de los antioxidantes puede donar uno o dos
electrones para reducir el cation monoradical pero, a pesar del potencial donante de
los antioxidantes individuales, el tiempo de reaccion varia para dar una medida de

la capacidad antioxidante total al final del ensayo (Huang et al., 2005).
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Por su parte, el ensayo DPPH se basa en la reduccion de la hidracina purpura
1,1-difenil-2-picril, constituyendo una tipica reaccion tipo HAT (transferencia de
atomos de hidrégeno, por sus siglas en inglés) y ocurre entre antioxidantes y
radicales de nitrdgeno, con los que algunos antioxidantes reaccionan mas
lentamente que si lo hicieran con los tipicos radicales peroxilo de las reacciones
HAT que ocurren en sistemas biologicos (Huang et al., 2005). Por tanto, se ha
reportado que productos que tienen alta capacidad antioxidante reaccionan
rapidamente para inhibir los radicales, en tanto que los que tienen poca capacidad
antioxidante, al ser mas lentos en la reaccion, pueden presentar diferencias en los
valores de capacidad antioxidante (Wootton-Beard et al., 2011). Thaipong et al.,
(2006), en la medicion de capacidad antioxidante de diferentes productos por ABTS
y DPPH establecen que las diferencias entre sus valores, para el mismo extracto
metandlico, refleja la diferente habilidad de los compuestos antioxidantes de reducir

los radicales libres ABTS**y DPPH*® generados.

Los valores de capacidad antioxidante en la harina de maiz nixtamalizado
son menores a los reportados por Cuéllar-Nufiez, (2015), (DPPH: 2 umol Eq.
Trolox/g muestra, ABTS: 2.54 umol Eg. Trolox/g muestra) para la misma variedad
de maiz. Estas diferencias pudieron ser dadas por el proceso de nixtamalizacion,
donde a mayor tiempo de coccidén existe mayor pérdida de algunos compuestos
bioactivos responsables de conferir esta capacidad antioxidante. Mora-Rochin et al.,
(2016), para granos de maiz (Zea mays L.) creole amarillo nixtamalizados por el
proceso tradicional, reportan que si bien este tipo de procesamiento incrementa la
biodisponibilidad de algunos compuestos bioactivos, puede generar pérdidas de
capacidad antioxidante hidrofilica (ABTS y DPPH) en hasta un 50 %, atribuido a la
pérdida de algunos componentes bioactivos presentes originalmente en la materia

prima sin procesar.

Bello-Pérez et al. (2015) evaluaron la capacidad antioxidante en tortillas
elaboradas con maiz (Zea mays L.) azul, reportando un valor de 0.375 umol
equivalentes trolox/g de muestra por la técnica DPPH e indicando que la capacidad

antioxidante de los granos de maiz pigmentados es minimamente afectada por el
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proceso de nixtamalizacion gracias a que sus compuestos fendlicos mantienen su
actividad durante procesos de coccion. Del mismo modo, sugieren que la actividad
antioxidante no puede ser atribuida exclusivamente a los compuestos polifenélicos
del maiz ni a sus caracteristicas quimicas (presencia de dobles enlaces conjugados
y namero y posicion de los grupos metil e hidroxilo) sino al efecto complejo de
moléculas (efectos sinérgicos, aditivos 0 antagonistas) presentes en los extractos

elaborados, asi como la afinidad de las moléculas para inhibir radicales libres.

Para la harina de frijol cocido, los resultados son menores a los reportados,
por ambas metodologias y para la misma variedad de frijol, por Ramirez-Jiménez et
al., (2014) (DPPH: 1.29 — 2.20 umol equivalentes de trolox/g de muestra; ABTS:
2.30 - 2.99 ymol equivalentes de trolox/g de muestra), aunque dichos valores fueron
reportados para las cosechas de 2008, 2010 y 2011; mientras que el presente
experimento fue utilizado frijol de la cosecha 2014. Esto es relevante considerando
que dependiendo del afio de cosecha y las condiciones agrondémicas del frijol, su
contenido de polifenoles u otros compuestos bioactivos pueden variar y por tanto
también capacidad antioxidante. Cardador-Martinez et al. (2014), evaluaron la
capacidad antioxidante de diferentes cultivares de frijol por la técnica DPPH,
reportando que para la variedad Bayo Madero cultivada por INIFAP los valores de
DPPH se encuentran entre 0.289 y 0.320 umol equivalentes de trolox/g de muestra.
Estos mismos autores reportan valores diferentes para otros cultivares como Bayo
(0.493 pmol equivalentes de trolox/g de muestra), Bayo Chilar (0.433 pmol
equivalentes de trolox/g de muestra) y Bayo Gordo (0.426 pmol equivalentes de
trolox/g de muestra), relacionando estas diferencias con contenidos variables de

compuestos bioactivos como compuestos fendlicos totales o flavonoides totales.

Asimismo, se han relacionado los procesos hidrotérmicos con reducciones
de la capacidad antioxidante (pérdidas de hasta el 20 %), donde el remojo inicial y
la pérdida del agua de coccion puede provocar lixiviaciones de compuestos
bioactivos a los que presumiblemente se les atribuye la capacidad antioxidante
(Galvez et al., 2009).
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Respecto a los totopos, se encuentra un comportamiento similar entre los
valores de DPPH y ABTS para ambos, donde el comercial presentd mayor
capacidad antioxidante. Aunque la proporcién de harina de frijol es mayor en el
totopo horneado, el totopo comercial corresponde a un totopo elaborado con cuatro
variedades de frijol (Azuki, Negro, Pinto y Rojo), que al ser variedades pigmentadas,
confieren mayor capacidad antioxidante por su mayor contenido de compuestos
fendlicos, tal como ha sido reportado (Cardador-Martinez et al., 2014; Silva-
Cristébal et al., 2010).

Sanchez-Madrigal et al. (2014), evaluaron la capacidad antioxidante de
tortillas y totopos fritos elaborados con maiz azul nixtamalizado por la técnica DPPH,
encontrando que existe una reduccidon considerable de la capacidad antioxidante
(cuantificada en ymol equivalentes de trolox/g de muestra) debido al proceso de
coccién cuando se comparan las harinas con las tortillas (reducciones de hasta el
60 %, hasta valores entre 0.5y 0.7 ymol equivalentes de trolox/g de muestra). Las
reducciones fueron explicadas debido a la severidad del proceso térmico-alcalino
(nixtamalizacion), la cual ocasiona pérdida de algunos de los compuestos
responsables de conferir capacidad antioxidante y la lixiviacion de los mismos en el

nejayote.

Bellail et al. (2012), evaluaron la capacidad antioxidante por los métodos
DPPH y ABTS de diferentes cultivares de batata (Ipomoea batatas) sometidas a
procesos de coccién, encontrando que los procesos de fritura profunda exhibian los
mayores valores de capacidad antioxidante por ambas metodologias debido a que
este tipo de coccion incrementa el contenido de polifenoles totales.

VI.2.3. Bioaccesibilidad de compuestos fenodlicos y actividad antioxidante de los
productos de la digestidn gastrointestinal in vitro y fermentacion colonica in vitro del

totopo horneado 70:30:

La bioaccesibilidad de compuestos bioactivos ha sido definida como aquella
fraccion de un compuesto que es liberada de la matriz del alimento en el tracto

gastrointestinal y que es disponible para ser absorbida en el intestino (Tagliazucchi
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etal., 2010), razdn por la cual resulta relevante conocer la absorcion de compuestos
fendlicos en una simulacion de la digestion in vitro de un individuo monogastrico. El
rendimiento obtenido de fraccidén no digerible (FND), por cada gramo de totopo, es
de aproximadamente el 90 % (45 % de FND soélida y 45 % de FND liquida) y de

extracto fermentado de fraccion no digerible (EFFND) es del 60%.

El Cuadro 8 muestra la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos,
determinados por HPLC, en los productos de la digestion gastrointestinal in vitro y

fermentacion coldnica in vitro del totopo horneado 70:30.
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Cuadro 8. Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos, cuantificados por HPLC, en los productos de la digestion
gastrointestinal in vitro y fermentacion colonica in vitro del totopo horneado 70:30
ACIDOS FENOLICOS! FLAVONOIDES*
Acido Galico Ac. . Vainillina Ac. Ferulico Acido Cafeico Ac. Cumérico (+)-Catequina Rutina Quercetina
Clorogénico
EM 71.97 £8.30?
29.57 + 2.95%(100) ND ND 100) 11.08 + 0.512(100) 19.59 + 2.012(100) ND ND ND
Boca 19.02 + 0.02"(64) 13.64 +0.012 9.89 + 0.012 1.81 +0.04°(2.51) 3.69 + 0.02°(33) ND 23.37 £0.022 ND ND
Estémago 42.57 +0.03°(144) ND ND 3.20 + 0.03¢ (4.45) 8.51 + 0.31¢(77) ND 99.81 + 0.06° ND ND
Intestino
Delgado
15 min 60.97 + 0.29” (206) 27.73+0.077 13.87 £ 0.024 2.35+0.01(3.26) 21.20 + 0.08* (191) ND 43.82 +0.28% ND 14.31 £ 0.072
30 min 213 + 0.568(720) 2.04 +0.018 12.51+0.01° 2.37 £ 0.014(3.29) 16.62 + 0.248 (150) ND 20.76 + 0.108 19.67 £ 0.022 10.40 + 0.02°
60 min 16.78 + 5.07€ (56.75) 18.83 + 3.63¢ 10.04 +0.018 1.83 +0.18%(2.54) 19.10 + 0.01€(172) ND 36.19 + 0.32¢ FLD 14.11 + 3.14%
120 min 255.08 + 20.9° (862) 19.81 +1.76° 12.35+0.018 1.83 +0.018(2.54) 17.67 +0.03°(159) ND 62.59 +9.13P FLD 8.09 + 0.02°%¢
DID 55.90 + 0.02F (189) 40.03 £1.13° 15.45 + 0.01°¢ 1.66 +0.01°(2.24)  11.12 + 1.195¢(100) ND FLD ND 1.95 + 0.16%¢
FND 545.80 + 26.821 80.71 + 6.53F 64.22 + 0.06° 10.04 + 0.22%4(14) 74.59 + 0.36" (673) ND 163.36 + 9.83F¢ 19.67 £ 0.022 48.86 + 3.41P¢
EFFND
6h 90.94 + 1.13"¢(307) ND ND ND ND ND DLD ND ND
12h 16.03 + 0.83%(54.21) ND ND ND ND ND DLD ND ND
24h 52.45 + 1.76%9(177) ND ND ND ND 0.16 + 0.01°(0.82) 3.68 + 0.98¢ ND ND

EM: Extracto Metandlico de Totopo Horneado 70:30; EFFND: Extracto fermentado de fraccidon no digerible; FND: Fraccién no digerible. Los
resultados representan la media de tres réplicas + desviacion estandar (expresados en base seca). Diferentes letras (mindsculas) en la misma
columna expresan diferencias significativas (a=0.05) en la Prueba de Tukey. Diferentes letras (mayuUsculas) en la misma columna expresan
diferencias significativas (a=0.05) en la Prueba t de Student para el mismo tipo de muestra. Diferentes letras (mayulsculas) en negrita en la misma
columna expresan diferencias significativas (a=0.05) por la Prueba t de Student para los diferentes tiempos de fermentacién Colénica. DID: Dentro
del Intestino Delgado; ND: No Detectado; DLD: Debajo del Limite de Deteccién. Los valores del intestino delgado a diferentes tiempos corresponden
al lado apical. Entre paréntesis se muestran los valores de bioaccesibilidad (%). * Contenido de acidos fendlicos y flavonoides en ug compuesto/g
de muestra.
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Considerando el comportamiento de los compuestos fendlicos a traves del
tracto gastrointestinal, respecto al acido gélico se observa que hay diferencias
estadisticamente significativas (p > 0.05) entre el extracto metanodlicos (EM) de
totopo horneado (como control de compuestos fendlicos libres en esta matriz
alimentaria) y las demas etapas de la digestidn, siendo el acido fenélico en mayor
concentracion en todas las etapas de la digestion, exceptuando por el acido ferulico
en las etapa de boca, comportamiento que coincide con lo reportado por Islas-
GOmez (2015), para una simulacion de digestion gastrointestinal in vitro de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) completo cocido. Durante la fase de estomago, se
han reportado bajas pérdidas de &cido gdlico, aunque incrementos en su
bioaccesibilidad, esto es, la liberacion de compuestos a partir de matrices
alimenticias solidas (Tagliazucchi et al., 2010), son debidas a la presencia de HCI
en la etapa géstrica en el periodo de 10 a 60 minutos, con degradacion de los

mismos posterior a dicho tiempo (Olennikov et al., 2015).

Se hareportado que el acido gélico, durante la digestion en la etapa intestinal,
se libera de forma elevada determinada por el medio alcalino (Liu et al., 2012) y que
el incremento en su concentracion se debe a la generacion del mismo como un
producto monomerico de taninos hidrolizables (Mosele et al., 2015). Sin embargo,
también podrian presentarse reducciones en su contenido a medida que avanza por
el tracto gastrointestinal debido a la inestabilidad del compuesto en condiciones
altamente alcalinas (Mosele et al., 2015) o por la posible generacién de &cido
elagico a partir de derivados monogalicos (Tuominen & Sundman, 2013). En esta
etapa, se encontraron valores de absorcion de acido galico del 9.29 %, menores a
los reportados por Islas-Gomez (2015), (34.37 %), para la misma simulacién de

digestion gastrointestinal in vitro de harina de frijol cocido.

En la fermentacion colbnica, los resultados son diferentes a los reportados
por Mosele et al. (2015), quienes reportaron poca variabilidad en la liberacién de
acido galico en una fermentacion colonica in vitro de jugo de granada, resultados
similares a los reportados por Islas-Goémez (2015), donde en una fermentacion

coldnica in vitro de frijol comun cocido tampoco presentd diferencias significativas
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en la liberacién de acido galico a las 12 y 24 horas. Sin embargo, Mosele et al.,
(2015), reporta un ligero incremento en la liberacidén de acido galico de 0 a 48 horas
de fermentacidén, sugiriendo ésta como indicador de posible hidrélisis de
elagitaninos como consecuencia de la actividad fermentadora microbiana (Saura-
Calixto et al., 2010).

En el caso del acido ferulico, las mayores concentraciones se dan en la etapa
de boca, presentandose diferencias significativas en la concentracion frente a las
demas etapas de la digestion. Para la etapa estomacal, se ha sugerido que el 4&cido
ferdlico se absorbe parcialmente en el estbmago, explicado gracias al bajo peso
molecular de este compuesto y el hecho de que la sustancia permanece en su forma
neutra a pesar del pH acido del estbmago (Rondini et al., 2004). Se han reportado
bajos porcentajes de liberacién del &cido ferdlico en la etapa estomacal para el caso

de la digestion de salvado de trigo (Kroon et al., 1997).

Para la etapa intestinal, Rondini et al. (2004), a partir de la cuantificacion de
acido ferulico en plasma sanguineo en ratas alimentadas con salvado de trigo y
dosis del compuesto puro (5 mg/kg), sugieren que posterior al estbmago, cantidades
adicionales de acido ferulico son liberadas de forma lenta gracias a la acciéon de
enzimas intestinales que degradan componentes de polisacaridos a las que se
encuentra adherido el compuesto (como esterasas o xilanasas), permitiendo un
incremento del &cido ferdlico libre, el cual alcanza concentraciones plasmaticas que
llegan a ser constantes entre 1.5 y 24 horas. En este estudio se encontré que el
porcentaje de absorcion en el lado basolateral del intestino de acido ferulico fue del
14.19 %, menor a lo reportado por Lafay et al. (2006), (56.1 %), aunque este autor
realizd la medicion en una perfusion intestinal del compuesto puro, sin considerar
etapas previas de la digestion en la que podrian haber pérdida de este compuesto.
Valores de bioaccesibilidad de acido ferulico fueron reportados por Anson et al.
(2009), donde fue cuantificada a partir de una simulacibn de digestion

gastrointestinal in vitro de diversas fracciones de trigo y pan.

Experimentos llevados a cabo por Poquet et al. (2008), utilizando inhibidores

de transporte en un modelo in vitro de enterocitos (Caco-2) y células tipo
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caliciformes (HT29-MTX), indicaron que el transporte de acido ferulico a nivel
intestinal sigue un mecanismo de transporte de difusion pasiva transcelular en lugar
de difusion paracelular como anteriormente se creia, donde menos del 20 % del

mecanismo total de transporte utiliza transportadores.

Continuando con el proceso metabdlico de este &cido fendlico, se ha indicado
que el colon es el lugar de mayor potencial de absorcién del &cido ferulico debido a
que ha sido liberado completamente de sus compuestos parentales o de la matriz
alimenticia gracias a la accion de cinamoil esterasas de origen bacteriano (Couteau
et al., 2001), liberandose el 95 % del total de compuestos feruroilicos segun lo
reportado en la digestion de salvado de trigo (Kroon et al., 1997). Las cinamoil
esterasas se localizan principalmente en el lumen del intestino grueso (de origen
microbiano) aunque algunas cantidades pequefias se encuentran en la mucosa del
intestino delgado y probablemente en las secreciones pancreéticas (Andreasen et
al., 2001). Se ha reportado que, siendo el acido ferulico un metabolito del cafeico,
es secretado de regreso al lumen por parte de las células intestinales tras la

metilacién del acido cafeico por una catecol-O-metiltransferasa (Lafay et al., 2006).

Para los contenidos de acido clorogénico y cafeico, se observa que los
mayores contenidos de acido cafeico y clorogénico fueron detectados en la fraccion
no digerible. A nivel intestinal, el porcentaje de absorcion de acido clorogénico fue
del 33.15 %, mucho mayor al valor reportado a nivel intestinal para secciones de
yeyuno en ratas a partir de perfusiones directas del compuesto puro (8 %) (Lafay et
al., 2006). El mayor porcentaje de absorcion puede ser debido a que en la matriz
alimenticia el acido clorogénico se encuentra ligado a otros componentes y se ha
sugerido que la biodisponibilidad de algunos compuestos fendlicos es mayor en la
digestion este tipo de matrices que de los compuestos puros (Kroon et al., 1997).
Bouayed et al. (2012), confirmaron que en seres humanos el acido clorogénico
puede ser absorbido de manera intacta en el intestino delgado al igual que el cafeico
y que éstos son hidrolizados a nivel colénico por medio de esterasas propias de la

microbiota asociada.
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Experimentos llevados a cabo por Lafay et al. (2006), realizando perfusiones
de acido cafeico en ratas, encontraron que del total de acido cafeico sometido a
digestién, cerca de un 80.9 % pasa al colon y solo un 19.5 % es absorbido para
luego volver al intestino delgado (el 0.4 %) junto a la secrecién de sales biliares,
contribuyendo al paso de este acido fendlico al colon. Este resultado de absorcion
intestinal es mayor al valor de absorcion que se calculd (12.97 %), diferencias que
pudieron ser dadas por el tipo de matriz acarreadora del compuesto utilizada. A
medida que atraviesa la barrera intestinal, se incrementa el proceso de O-metilacion,
pasando a ser acido feralico. Asimismo, como el acido cafeico es un metabolito del
clorogénico (el cual, al romperse el enlace éste, produce acido cafeico y quinico),

es de esperarse que varie su concentracion a través del tracto gastrointestinal.

En otro estudio realizado por Omar et al. (2012) en ratas macho Sprague-
Dawley alimentadas con acido trans-cafeico, se reportd que el 62 % del acido
cafeico es se encuentra a nivel estomacal (76 % fue cuantificado para la digestion
del totopo), el 7.9 % en el duodeno, 9.1 % en el yeyuno, 16 % en el ileony 6.6 %
alcanza el colon y 1.4 % se recolecta en las heces. Este metabolismo del acido
cafeico a lo largo del tracto gastrointestinal ha sido explicado por la posesion de un
residuo de catecol, lo que favorece la formacioén de muchos metabolitos (Rice-Evans
& Parker, 2003). Gonthier et al. (2006) llevaron a cabo una fermentacion colénica in
vitro de estandares puros de acido cafeico, acido clorogénico y caftarico, reportando
que luego de 2 horas de fermentacion colonica estos compuestos ya no pueden ser
cuantificados debido a la accion de esterasas microbianas que hidrolizan los ésteres
del acido cafeico, produciendo metabolitos el acido 3-hidroxifenilpropionico (3-HHP)
y acido benzoico (BA); esto explicaria por qué no pudieron ser cuantificados acido

clorogénico y acido cafeico durante la fermentacion colonica en este estudio.

Se ha reportado que la vainillina es uno de los metabolitos producidos a partir
del &cido ferulico (Gasson et al., 1998), por lo que su liberacién puede relacionarse
con el acido clorogénico. No se reportaron contenidos de vainillina en el extracto
metanodlico de la botana horneada ni tampoco a nivel estomacal pero si en

contenidos bajos a nivel de boca y con diferencias significativas (p > 0.05) entre los
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30 y 60 minutos de incubacion intestinal, aunque igualmente los contenidos
cuantificados en esta etapa son bajos. Estos resultados no coinciden con lo
reportado por Ortega et al. (2009), los cuales para una digestion gastrointestinal in
vitro de polifenoles de polvo y licor de chocolate reportaron para la etapa gastrica
contenidos variables para cada forma de presentacion de chocolate mayores a los
reportados en este trabajo (3.60 ug de vainillina/g licor y 3.67 ug de vainillina/g de
polvo). Sin embargo, los autores reportan valores similares a los encontrados en
este trabajo para la etapa de digestion duodenal también para ambas
presentaciones de chocolate (7.76 ug de vainillina/g licor y 10.7 ug de vainillina/g de
polvo). A pesar de que hay ciertas similitudes, es importante considerar que las
condiciones de digestion gastrointestinal in vitro fueron diferentes a las realizadas
en este trabajo, aunque las aproximaciones sugieren liberaciones similares de este
compuesto fendlico de diferentes matrices alimentarias. Igualmente, cabe destacar
que el porcentaje de absorcion de vainillina (19.39 %) fue el segundo mas alto de
todos los compuestos fendlicos cuantificados. Sin embargo, contrario a lo que se
pensaria por sus bajas tasas de absorcion, no se detectaron contenidos de vainillina
a nivel de colon. Marin et al. (2015) han informado que el acido vanilico, una forma
oxidada de la vainillina, es uno de los principales metabolitos producidos por la

microbiota colonica a partir de la degradacién de antiocianinas.

Para el acido p-cumarico, éste sélo pudo ser cuantificado en el extracto
metandlico y en el mayor tiempo de fermentacion colénica (24 horas),
presentandose diferencia estadisticamente significativa entre estos dos valores (p
> 0.05). El acido p-cumarico, al igual que el feralico, son conjugados de &cidos libres
gue experimentan la ruptura de sus grupos éster naturalmente presentes, a lo largo
del avance de la digestion gastrointestinal (Rechner et al., 2002). El metabolismo
del acido p-cumarico generalmente involucra conjugacion con acido glucurénico o
glicina en el higado o epitelio del intestino delgado, reduccion del doble enlace
residual del acido 3-(4-hidroxifenil) propiénico y B-oxidacion del producto de
reduccién del acido 4-hidroxibenzoico (Rice-Evans & Parker, 2003). Garrait et al.
(2006), en experimentos realizados in vitro con el tracto gastrointestinal extraido de

ratas macho Wistar alimentadas con dieta estdndar comercial y acido p-cumarico
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comercial, lograron cuantificarlo en varios érganos relacionados con la digestion,
excepto en el estbmago, reportando un incremento progresivo de la absorcion en la
etapa intestinal siguiendo un transporte activo y pasivo. En este estudio se report6
que para el modelo in vivo ensayado, el compuesto pasa rapidamente al torrente
sanguineo y es distribuido a lo largo del cuerpo, ayudado por su hidrosolubilidad, lo
gue podria explicar por qué este compuesto no fue detectado en algunas etapas de

la digestion in vitro del totopo.

Ningun flavonoide fue detectado en el extracto metandlico, aunque si
pudieron ser cuantificados en diferentes etapas del tracto gastrointestinal. Para la
catequina, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05)
en las etapas de boca y estbmago, aunque si hubo entre los diferentes tiempos de
absorcion intestinal. La absorcién y el metabolismo de las proantocianidinas han
sido ampliamente investigadas; se sabe que muchos de estos componentes estan
presentes en la dieta en forma de B-glicésidos, de los cuales se creia que en su
hidrosolubilidad no podian pasar por difusién pasiva a nivel intestinal, pero ya se ha
encontrado que en sus formas agliconadas pueden ser absorbidos en el intestino
delgado participando una lactasa-floricin-hidrolasa (LPH), una B-glucosidasa
presente en la membrana externa del intestino delgado (Hollman, 2004).

Tagliazzuchi et al. (2010), en una simulacion de digestion gastrointestinal in
vitro de uvas rojas (Red Globe grapes, por sus siglas en inglés), reportaron una
liberacion de 34.88 mg de catequina/100 g uvas, constituyendo el 49.7 % del total
de polifenoles obtenidos por extraccién quimica. Estos resultados son mayores a
los encontrados en este trabajo, aunque es de considerar que el contenido de
polifenoles en uvas de pigmentacion oscura es mayor que en la botana horneada

que fue sometida a digestion en este reporte.

Se ha sugerido que la catequina es resistente al paso del fluido gastrico,
extraido gracias al uso de una sonda nasogastrica introducida en pacientes a los
que se les suministré una bebida de chocolate rica en polimeros de procianidinas
(Rios et al., 2002). En ratas macho Wistar alimentadas con catequina (ingesta de

62.3 umol (+)-catequina/dia) se ha reportado que gran parte de ésta es excretada

73



por el cuerpo, junto con su derivado 3’-O-metilado (Gonthier et al., 2003).
Tagliazucchi et al. (2010), reportaron un incremento en el contenido de catequina
del 21.9 % de la etapa de boca hacia la de estémago, menor al encontrado en este
trabajo (337 %), y este incremento continda conforme pasa el tiempo de digestion

estomacal hasta alcanzar un valor del 88 %, segun lo reportado por estos autores.

A nivel intestinal, se encontraron reducciones significativas (p > 0.05) en los
contenidos de catequina, comportamiento que coincide con lo reportado por
Tagliazucchi et al. (2010), quienes explican que este fenébmeno puede ser debido a
la transicion de un ambiente acido hacia un ambiente alcalino, provocando
reduccion en la bioaccesibilidad de varios compuestos fendlicos, entre ellos la

catequina.

Gonthier et al. (2003), llegaron a identificar, como metabolitos producidos por
la accién de la microbiota col6nica sobre catequina, acido m-Cumarico, un precursor
del &cido ferulico y probable contribuyente a los valores encontrados del mismo a
nivel intestinal. Siendo la catequina una proantocianidina, se ha encontrado que es
pobremente absorbida en el tracto gastrointestinal debido a su alto peso molecular,
aunque ello no impide que sean degradas en metabolitos aromaticos a nivel del
colon (como los acidos 3,4-hidroxifenilpropionico, 3-hidroxifenilpropidnicoy 3-
hidroxibenzoico) gracias a la microbiota asociada (Déprez et al., 2000), lo que podria
explicar los bajos contenidos de este compuesto que fueron cuantificados en el

tiempo de fermentacion de 24 horas.

Aunque se ha reportado bajo nivel de actividad metabdlica a nivel del colon
para catequina, Schantz et al. (2010), en un modelo ex vivo para fluido del ileon
proveniente de mujeres al que fue suministrado extractos puros de catequina y
algunos derivados de la misma, mostroé cierto nivel de absorcion en el colon tras 24

horas de proceso fermentativo.

Bouayed et al. (2012), report6 el metabolismo de varios polifenoles
identificados y cuantificados a partir de una extraccion hidro-metandlica de varios

cultivares de manzana, donde al ser sometidos en una simulacion de digestion
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gastrointestinal in vitro mediante el uso de enzimas y ajustes de pH para las
diferentes etapas de la digestion, concluyeron que, frente a la cuantificacion de
catequina por medio de UPLC, que su estabilidad a pH altos como los que se
encuentran en el intestino es baja, al igual que todos los monémeros de flavan-3-ol,
lo que podria explicar igualmente los bajos niveles de este compuesto que se
cuantificaron en las etapas iniciales de intestino cuando hubo el cambio de pH del
medio gastrico al intestinal, aunque los resultados encontrados en este trabajo
difieren con la sugerencia del autor de que a las 2 horas existe una degradacién de
casi el 50% de la catequina total, puesto que fue en este tiempo cuando se

cuantificaron los valores mas altos del compuesto.

Los flavonoides rutina y quercetina no fueron detectados en boca, estbmago
y fermentacion coldnica, pero si se cuantificaron diferentes contenidos de los
mismos en las etapas de intestino delgado. Experimentos realizados en ratas luego
de perfusion de ileon y yeyuno de ratas (15 nmol/min) de rutina y quercetina, se ha
indicado que una alta proporcion de quercetina (dos terceras partes) es transferida
de forma rapida a través de la pared intestinal, absorbiéndose aproximadamente un
66.7% de la quercetina suministrada por perfusion, aunque es secretada
nuevamente en el lumen en forma de conjugados de quercetina (Crespy et al.,
1999). Lo que podria explicar los bajos niveles de este compuesto cuantificados a
nivel intestinal, su bajo porcentaje de absorcion (3.84 %) y su reduccién a través
que se incrementa el tiempo de incubacion. Para el mismo experimento de Crespy
et al. (1999), se reportd bajo nivel de absorcion de rutina a través de la pared

intestinal.

Dada la relacion que hay entre contenido de compuestos fendlicos
(parentales y metabolitos) y la capacidad antioxidante, como se explico
anteriormente, se procedié a evaluar la capacidad antioxidante en las diferentes
etapas de la digestion in vitro del totopo horneado 70:30 por los métodos DPPH y
ABTS (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Capacidad antioxidante en los productos de la fermentacion colonica.

DPPH ABTS
TEAC! TEAC!
EM 0.33 +0.01" 0.60 £ 0.059
Boca 0.82 + 0.02¢f 1.31 £+ 0.06¢%
Estomago 0.94 + 0.04¢ 1.08 = 0.07¢f
Intestino Delgado
(Apical)

15 min 1.18 £ 0.032° 1.88 + 0.082

30 min 1.11 £+ 0.03Pc 1.87 +0.162

60 min 1.06 + 0.03¢ 0.85 + 0.02
120 min 1.17 £ 0.022° 1.40 + 0.09

Intestino Delgado
(Basolateral)

15 min 0.83 £ 0.01¢f 1.35 + 0.03

30 min 1.08 + 0.08¢ 1.89 + 0.012

60 min 1.08 + 0.03¢ 1.27 £ 0.02¢d
120 min 1.16 £ 0.122 1.31 £ 0.01¢ce

EFFND

6h 0.79 + 0.04f 1.48 £ 0.15P¢

12h 0.67 £ 0.059 1.24 +0.07%
24h 0.85 £+ 0.05¢ 1.67 = 0.0022

EM: Extracto Metandlico de Totopo Horneado 70:30; EFFND: Extracto fermentado de fraccion no
digerible. Los resultados representan la media de tres réplicas + desviacion estandar. Diferentes
letras (minUsculas) en la misma columna expresan diferencias significativas (a=0.05) en la Prueba
de Tukey. ! Capacidad antioxidante expresada como pumol equivalentes de trolox/g de muestra.

La falta de un método validado y estandarizado que pueda permitir la

evaluacion de capacidad antioxidante en alimentos obliga a la necesidad de utilizar

mas de un método analitico de evaluacion de la misma, donde se considera que las

principales aproximaciones para determinar actividades antioxidantes in vitro de

muestras puede ser por medio de la inhibicion de oxidacion lipidica en diferentes

sistemas o la habilidad de secuestrar radicales libres (Bahloul et al., 2016), siendo

esta Ultima aproximacion la utilizada en este trabajo.
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Generalmente, el ensayo de ABTS** se prefiere sobre el de DPPH porque da
resultados consistentes en un amplio intervalo de pH, mientras que la viabilidad del
método DPPH es dependiente del pH (Lemanska et al., 2001). Ademas, ABTS
puede trabajar igualmente bien tanto en medios organicos como acuosos y Su
eficiencia, entre otros actores, depende del sistema de solvente empleado, a
diferencia de DPPH. En comparacion, la velocidad de reaccion de DPPH es mucho
menor (Awika et al., 2003).

En la etapa de boca hay un aumento de forma significativa (p > 0.05) respecto
al extracto metandlico en valores similares para ambas metodologias, y se presenta
un comportamiento similar a lo largo de las diferentes etapas tracto gastrointestinal.
Aunque no existen reportes del comportamiento de la capacidad antioxidante a lo
largo del tracto gastrointestinal para una botana horneada, se han reportado varios
estudios que han explicado este proceso en diferentes matrices alimentarias.
Campos-Vega et al. (2015), report6 incrementos en la capacidad antioxidante de
muestras de café usado en la etapa de boca, siguiendo la misma metodologia de
digestién gastrointestinal in vitro realizada en este trabajo, donde los valores de
bioaccesibilidad son menores a los encontrados (DPPH: 171 % y 84 %; ABTS: 47
% y 105 % respectivamente para café usado proveniente de tostado medio y

OSCUro).

Si bien el contenido de algunos compuestos fendlicos se reduce durante la
etapa de boca, como se muestra en el Cuadro 8, se ha reportado que el consumo
de algunos polifenoles de forma oral pueden ejercer actividad a pesar de los
cambios que puedan sufrir en el tracto digestivo, sugiriéndose que su actividad
antioxidante potencial depende principalmente del grado de desprotonacion del
resto de radical y no la cantidad de compuestos fendlicos presentes (Lemanska et
al., 2001), propuesta que podria ser confirmada con este trabajo para las etapas de
boca y estbmago. Sin embargo, existen varios reportes en la literatura que indican
que el incremento en la biodisponibilidad de varios compuestos fendlicos podria

relacionarse con el incremento en la capacidad antioxidante (Campos-Vega et al.,
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2015), tal como es observado en las etapas de estdmago, intestino y fermentacion

colonica para algunos compuestos fendlicos del Cuadro 8.

Para la etapa de estobmago, aunque existe un incremento en la capacidad
antioxidante, es menor en la técnica de ABTS, resultado que es consistente con el
comportamiento para el café usado de tostado medio sometido a digestién por
Campos-Vega et al. (2015). Para la técnica de DPPH, el incremento en el valor de
capacidad antioxidante de forma significativa (p > 0.05) en comparacion con la etapa
de boca vy, relacionando con el incremento en los valores de algunos compuestos
fendlicos del Cuadro 8 podrian sugerir que este aumento podria ser responsable
por dichos compuestos que, al ser en general acidos fendlicos, se ha sugerido que
estos podrian ser responsables de la capacidad antioxidante presente en algunos

alimentos (Campos-Vega et al., 2015).

Rodriguez-Roque et al. (2013) en una simulacion de digestion
gastrointestinal in vitro de substituto de leche de soya comercial, encontraron un
incremento del 30 % en la etapa de estébmago para la inhibicion de DPPH, atribuido
a la liberacion de algunos compuestos fendlicos en esta etapa donde las
condiciones &cidas podrian mejorar la liberacion de compuestos antioxidantes de
los alimentos, comportamiento que coincide con el incremento en los valores de

DPPH y ABTS presentados en este trabajo.

De modo general, los mayores valores de capacidad antioxidante se
obtuvieron en la etapa intestinal para ambas técnicas, asi como las mayores
bioaccesibilidades. Estos resultados son consistentes con lo reportado por Campos-
Vega et al. (2015), para la misma simulacién gastrointestinal in vitro pero utilizando
una matriz diferente (café usado), la cual podria ser consecuencia de la liberacion
de determinados compuestos fendlicos en esta etapa como se indicé en el Cuadro
8 para acidos fendlicos como galico, cafeico y clorogénico y flavonoides como (+)-
catequina. Sin embargo, para los primeros 15 minutos los valores son menores a
los de la etapa géastrica, comportamiento que fue reportado por Rodriguez-Roque et

al. (2015), sugiriendo que algunos compuestos fendlicos que podrian conferir
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actividad antioxidante son sensibles a las condiciones alcalinas del medio intestinal

y por tanto, podrian cambiar sus estructuras quimicas.

Finalmente, para la etapa de fermentacion colonica, se observé una
reduccion significativa (p > 0.05) de las 6 horas hasta las 12 horas de fermentacion
coldnica, pero un incremento igualmente significativo (p > 0.05) de 12 a 24 horas,
por ambas técnicas, alcanzandose los mayores valores en este Ultimo tiempo de
medicion. Este comportamiento coincide de acuerdo con lo reportado por Campos-
Vega et al. (2015), para la misma simulacién de digestion gastrointestinal in vitro de
café usado en el caso del café con tostado medio para la técnica de ABTS**, aunque
los valores de bioaccesibilidad encontrados en este trabajo fueron menores en esta
etapa para el mismo trabajo (el cual indica bioaccesibilidades de 235 — 242 %y 798
— 866 % para DPPHy 302 — 368.6 %y 373.6 — 390.9 % para ABTS, en ambos tipos
de café usado evaluados). Los valores de capacidad antioxidante encontrados
podrian ser atribuibles a los compuestos fendlicos, que no atraviesan la barrera
intestinal y quedan en la fraccion no digerible, alcanzando el colon para ser
fermentados por la microbiota colonica y producir compuestos que ejerzan actividad

antioxidante (Saura-Calixto et al., 2007).
VI.2.4. Contenido de oligosacaridos en materia prima y harinas.

Se ha reportado que los oligosacaridos constituyen ingredientes no digeribles
o prebidticos (resistentes a la digestion en el tracto gastrointestinal) que tienen
potencial nutracéutico porque estimulan el crecimiento de microbiota coldnica
especifica (Laparra & Sanz, 2010). Por lo que resulta interesante saber el contenido
de estos en el totopo horneado 70:30 (maiz nixtamalizado:frijol comun cocido). El
Cuadro 10 muestra el contenido de oligosacaridos de las materias primas y la harina

de totopo horneado 70:30.
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Cuadro 10. Contenido de oligosacaridos cuantificados por HPLC-DAD-MS en
harinas y totopos.

Rafinosat Estaquiosal Verbascosa!

HMN ND 0.96 £ 0.20° 4.59 +0.182

HFC ND 5.69 + 0.19° 4.64 £ 0.212

T7030 ND 2.50 £ 0.26° 5.41 +0.03°

HMN: Harina de maiz nixtamalizado; HFC: Harina de frijol cocido; T7030: Totopo horneado con
mezcla de 70% de harina de maiz nixtamalizado y 30% de harina de frijol cocido. Los resultados
representan la media de tres réplicas + desviacion estandar (expresados en base seca). Diferentes
letras en la misma columna expresan diferencias significativas en la Prueba de Tukey (a=0.05) entre
HMN y HFC respecto a HT. ! Contenido de oligosacaridos en mg Compuesto/g de muestra.

No se detectd rafinosa en ninguna de las muestras, pero si estaquiosa y
verbascosa, presentandose diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05)
entre los contenidos de estaquiosa y verbascosa entre la harina de frijol cocido y la
harina de maiz nixtamalizado respecto a la harina de totopo. Se ha reportado que
las leguminosas y cereales contienen oligosacaridos indigeribles, constituyentes de
la fibra soluble, como rafinosa, estaquiosa y verbascosa que pueden ocasionar
meteorismo, diarrea y problemas digestivos (Escudero-Alvarez y Gonzélez-
Sanchez, 2006; Holzapfel, 2002).

Los contenidos cuantificados de estaquiosa para HMN estan por encima de
los reportados por Trevifio-Mejia et al. (2016), (1.50 mg/g de muestra) aunque para
este Ultimo no se utilizé la misma variedad de maiz sino harina de maiz
nixtamalizado comercial. Las diferencias en el contenido pueden deberse en el
tratamiento térmico alcalino, del que se ha reportado para lUpulo (variedades: L.
campestris, L. angustifolius y L. kiew) reducciones del 70 al 90 % respecto a la
materia prima original tras un periodo de 6 horas de coccion en estas condiciones
(Jiménez-Martinez et al., 2001). La eliminacion de oligosacaridos de la familia de la
rafinosa se considera un proceso adecuado porque ayuda a eliminar estos factores
tradicionalmente considerados como antinutricios ya que son causa de meteorismo
en animales monogastricos por la ausencia de la enzima a-galactosidasa (Adeyemo
& Onilude, 2014). Sin embargo, se ha reportado que la presencia de estos

componentes en la fraccion no digerible y su posterior fermentacion gracias a la
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microbiota coldnica favorece la formacion de acidos grasos de cadena corta
(AGCC), de los que se han reportado beneficios en la salud gracias a su papel clave
en la prevencion y el tratamiento del sindrome metabdlico, trastornos intestinales y
algunos tipos de céncer, ademas de su efecto positivo en tratamientos de colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn y diarrea asociada a antibioticos (den Besten et al.,
2013).

Se detectaron contenidos de verbascosa en la harina de maiz nixtamalizado
(4.59 mg/g muestra), resultado diferente a lo reportado por Trevifio-Mejia et al.
(2016), donde, para una variedad diferente de maiz, no pudo detectar este
oligosacarido, al igual que en tortillas de maiz suplementadas con harina de frijol
cocido. La verbascosa es el oligosacarido de mayor peso molecular de los de la
familia de la rafinosa e igual que los demas, también es fermentada por la microbiota
colénica para producir AGCC. Se ha reportado que la verbascosa s6lo puede ser
acumulada en las vacuolas vegetales de algunas plantas, principalmente
dicotiledoneas y su presencia obedece a condiciones especificas de estrés al que

ha sido sometida la planta (Peters et al., 2010).

Similar a los resultados de Ramirez-Jiménez et al. (2014), la estaquiosa fue
el oligosacarido en mayor cantidad identificado en la harina de frijol comun cocido
para la misma variedad de frijol y la misma metodologia de extraccion y
cuantificacion, aunque el contenido encontrado en este trabajo es mucho menor al
reportado por Ramirez-Jiménez (42.41 mg/g muestra y 37.68 mg/g muestra para
harina de frijol cocido de la misma variedad), sin embargo, es similar al reportado
por Campos-Vega et al. (2009), (5.4 mg/g muestra). Del mismo modo, Ramirez-
Jiménez et al., (2014), cuantificd rafinosa (2.42 mg/g de muestra y 4.33 mg/g
muestra) y Campos-Vega et al. (2009), (0.5 mg/g de muestra), contrario a los
resultados de este trabajo en los que no pudo ser detectada, similar a Trevifio-Mejia
et al. (2016). Brummer et al. (2015), para frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) pinto
sometido a coccidn, reportaron en sus extractos metandlicos contenidos de rafinosa
(3.40 mg/g muestra), estaquiosa (18.89 mg/g muestra) y verbascosa (0.69 mg/g

muestra).
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Se ha reportado que la coccion favorece el incremento en el contenido de
oligosacaridos posiblemente debido a la interaccion existente de éstos con
macromoléculas y el grado de maduracion del grano puesto que las condiciones de
germinacion afectan el contenido de oligosacaridos donde la enzima a-
galactosidasa hidroliza primero estaquiosa, seguido de rafinosa en los enlaces a-
1,6 (Martin-Cabrejas et al., 2008). Del mismo modo, se ha informado que los
diferentes procesos de coccion y temperatura provocan variaciones en el contenido
de a-galactosidos, esto es, los productos de la accidbn enzimatica de la a-
galactosidasa. Por ejemplo, en un experimento de coccién y deshidratacion de
lentejas (Lens culinaris L.) y garbanzos (Cicer arietinum) se encontraron
reducciones drasticas en el contenido de carbohidratos solubles (85 % en el caso
de lentejas y 57 % en el caso de chicharos), incluyendo oligosacaridos dentro de
esta contabilizacion (Martin-Cabrejas et al., 2006). Mientras que Cruz-Bravo et al.
(2011), sugieren, a partir de la cuantificacion de oligosacaridos en la fraccion no
digerible de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cv. Negro 8025 crudo y cocido, un
incremento en el contenido de oligosacéridos en el cocido, explicado gracias a que
en la coccion existe un incremento en la lixiviacion de componentes solubles y la

liberacion de oligosacéridos ligados a la matriz original.

Respecto a los contenidos de verbascosa, los resultados obtenidos son
mayores a los reportados por Campos-Vega et al. (2009), (0.2 mg/g muestra) para
la misma variedad de frijol y sometido bajo el mismo procedimiento de coccion, las
diferencias pueden deberse a que fue diferente fecha de cultivo y por tanto de
condiciones ambientales que lleven a diferentes contenidos de compuestos o
agentes bioactivos. Estos valores cuantificados de oligosacaridos confirman lo
reportado por Campos-Vega et al. (2009), de que el frijol es una adecuada fuente

de oligosacaridos.

Para el totopo, hubo reducciones estadisticamente significativas en su
contenido de estaquiosa respecto a la harina de frijol (p > 0.05) pero no de
verbascosa, datos que pudiesen ser explicados por el proceso de deshidratacion al

gue fue sometido en su proceso de horneado, resultados que coinciden con lo
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reportado por Martin-Cabrejas et al. (2006). Ramirez-Jiménez et al. (2014), discute
que, para deshidratacion de harina de frijol, que este proceso no ocasiona pérdidas
importantes en el contenido de oligosacaridos respecto a las materias primas

originales.

VI.2.5. Bioaccesibilidad de Oligosacaridos de los productos de la digestion

gastrointestinal in vitro y fermentacion colonica in vitro del totopo horneado 70:30.

El Cuadro 11 muestra la bioaccesibilidad de oligosacéridos de los productos
de la digestion gastrointestinal in vitro y fermentacién colonica in vitro del totopo

horneado 70:30, cuantificados por HPLC.

Cuadro 11. Bioaccesibilidad de oligosacaridos en los productos de la digestién

gastrointestinal in vitro y fermentacion colonica in vitro del totopo horneado 70:30.

Rafinosal Estaquiosa! Verbascosat
EM ND 2.50 + 0.26° (100) 5.41 + 0.03°(100)
Boca ND ND 0.65 +0.20°(12)
Estomago ND ND ND
Intestino Delgado
15 min 104.26 + 0.35° ND 0.47 + 0.21A(9)
30 min ND 0.73 £ 0.12%(29) 0.14 + 0.028(2)
60 min 43.74 + 4.698 4.32 + 1.477(172) ND
120 min ND 0.38 + 0.148 (15) 2.86 + 0.03C (53)
DID ND ND ND
FND 7.39 £0.25¢ 5.43 +1.7374(217) 3.47 +0.26%¢ (64)
EFFND
6h ND ND ND
12h ND 0.51 + 0.072 (20) 4.11 + 0.08% (76)
24h ND 0.17 + 0.05% (7) 0.25 + 0.02%(5)

EM: Extracto Metandlico de Totopo Horneado 70:30; EFFND: Extracto fermentado de fraccion no
digerible. Los resultados representan la media de tres réplicas + desviacién estandar (expresados
en base seca). Diferentes letras (mindsculas) en la misma columna expresan diferencias
significativas (a=0.05) en la Prueba de Tukey. Diferentes letras (mayusculas) en la misma columna
expresan diferencias significativas (a=0.05) en la Prueba t de Student los diferentes tiempos de
incubacion intestinal. Diferentes letras (mayUsculas) en negrita en la misma columna expresan
diferencias significativas (a=0.05) por la Prueba t de Student para los diferentes tiempos de
fermentacion Colonica. ND= No Detectado. Los valores del intestino delgado a diferentes tiempos
corresponden al lado apical. * Contenido de oligosacaridos en mg Compuesto/g de muestra
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En la etapa de boca soélo se cuantificdé verbascosa, presentando una
reduccion estadisticamente significativa (p > 0.05) respecto al extracto metandlico.
Estos resultados no son consistentes con lo indicado por Winchienchot et al. (2010),
quienes reportaron en una simulaciéon in vitro de oligosacaridos de pitaya
(Selenicereus megalanthus y Hylocereus monacanthus) sometidos a la accion de
a-amilasa salival de origen humano a diferentes pH (de 4 hasta 8), bajos grados de
hidrolisis de los mismos (pH 4: 5.72 %, pH 5: 8.03 %, pH 6: 7.39 %, pH 7: 12.32 %
y pH 8: 16.22 %), por lo que gran parte de ellos alcanzan el estémago (s6lo un 16
% es hidrolizado en la boca, 2.5 % en el estbmago y 30 % en el intestino delgado).
Estos resultados de Winchienchot et al. (2010), también fueron similares a un
estudio previo realizado por Gnoth et al. (2000), donde para oligosacaridos aislados
de muestras de leche humana y sometidos a la accién de 1 minuto de incubacién
con amilasa salival de origen humano in vitro a pH 7 y 5.5, se encontrd que existia
minima degradacion de estos oligosacaridos en este procedimiento. Las diferencias
encontradas en estos estudios respecto a los resultados obtenidos pueden deberse
a las diferencias en el uso de oligosacaridos aislados y las condiciones, puesto que

para este trabajo se reporta una etapa in vivo de boca.

Para la seccion del estbmago, no se detectaron ninguno de los oligosacaridos
tomados como estandares. Estos resultados son diferentes a los reportados por
Winchienchot et al. (2010), donde para una simulacion in vitro de la digestion
gastrica encontraron alta resistencia de oligosacaridos a las condiciones acidas
estomacales, superiores a un control de inulina, permitiendo que el 96 % de los
mismos alcanzaran el intestino. Gdala et al. (1997), para lechones canulados con
lupino, se encontré que luego de tres horas de digestion, cerca del 39 % de los alfa-
galactésidos (derivados de rafinosa) desaparecieron del estdbmago e intestino
delgado, atribuido a la presencia de posibles enzimas de origen vegetal aportadas
por la alimentacion o a-galactosidasa de origen vegetal. Esto podria explicar las
notorias reducciones en verbascosa y estaquiosa luego de 120 minutos de

incubacion intestinal encontrados en este trabajo (85 % y 47 %, respectivamente).
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En el intestino, se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las
diferentes etapas, alcanzdndose la mayor concentracibn de estaquiosa Yy
verbascosa al final de las dos horas de incubacion, mientras que los valores de
rafinosa fueron los mas bajos. Cummings & Macfarlane, (2002), reportaron que
hasta un 88 % de los fructo-oligosacaridos e inulina alcanzan el colon, en un modelo
de ileostomia e intubacién de pacientes. Se ha reportado el efecto prebiético de los
oligosacaridos puesto que de forma selectiva estimulan el crecimiento y la actividad
de un limitado nimero de microorganismos en el colon que promueven beneficios
a la salud como: lactobacilos y bifidobacterias, microorganismos que han sido
vinculados con una resistencia incrementada a padecer enfermedades infecciosas
y diarrea, estimulacion de la actividad del sistema inmune y proteccién contra cancer
(Macfarlane et al., 2008). Para que haya efecto prebiético se requiere un consumo
diario de al menos 0.8 ¢g/100 mL, aunque estos valores pueden cambiar
dependiendo de los requerimientos poblacionales por pais y la edad, ya que en
algunos paises los valores son mas bajos; por ejemplo, en Japdn se recomienda un
consumo de 2.5 g/100 mL para poblacion de la tercera edad (Macfarlane et al.,
2008).

Los valores encontrados en este trabajo indican que a medida que se
incrementa el tiempo de incubacion intestinal, existe un aumento en la
bioaccesibilidad de estos oligosacaridos, indicando que los mismos pasan en
porcentajes variables al colon para ser fermentados por la microbiota colénica. No
se detectaron contenidos de estos oligosacaridos dentro del intestino delgado,
confirmando la posibilidad de que los mismos pasen al colon para ser fermentados
por la microbiota colénica. En efecto, la reduccion en el contenido de oligosacéaridos
a las 24 horas de fermentacion podria ser un indicador de que los mismos estan
siendo transformados en otros metabolitos, siendo uno de ellos los acidos grasos

de cadena corta.
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VI.3. Coeficiente de permeabilidad aparente, permeabilidad neta y relacion de
flujo de los compuestos fendlicos en los productos de la digestion
gastrointestinal in vitro del totopo horneado 70:30.

Se ha sugerido que los coeficientes de permeabilidad aparente a nivel
intestinal se relacionan con la biodisponibilidad de algunos compuestos, entre ellos
los medicamentos, y reflejan de forma directa su absorcién, en mayor o menor
proporcion (Ma et al., 2014). Por ello, se decidié tener en cuenta estos célculos para
algunos componentes, razon por la cual el Cuadro 12 muestra el calculo de los
coeficientes de permeabilidad aparente, permeabilidad neta y la relacion de flujo de
salida para algunos compuestos fendlicos en los productos de la digestidon

gastrointestinal in vitro de acuerdo a los valores cuantificados por HPLC.

La permeabilidad aparente (Papp) se define como la tasa de acumulacion de
compuesto en la cAmara receptora normalizado por el area superficial del tejido y
es una medida utilizada en experimentos ex vivo (Volpe, 2012) ya que se
correlaciona de forma adecuada con coeficientes de absorcion humanos (Palumbo
et al., 2008). Por su parte, la permeabilidad neta (Papp) se refiere a la tasa real de
compuesto acumulado al interior del intestino (Palumbo et al., 2008). Este calculo
no fue realizado para oligosacaridos considerando que no pudo determinarse la
concentracion inicial en el que se encontraba cada oligosacarido al principio de la

digestién intestinal.

Asimismo, en las células epiteliales de la mucosa del intestino delgado, se
considera que el lado correspondiente al flujo sanguineo es el basolateral y el lumen
corresponde al apical (Ito et al., 2005). La acumulacién de componentes o el paso
de los mismos del lado apical al basolateral y viceversa tiene relacion con el grado
de absorciéon de los mismos y el modo como podrian acumularse en los organismos.
Por ejemplo, Walgren et al. (1998) reportaron para monocapas de células Caco-2
sometidas a flujos de quercetina (50 uM), que el flujo de este compuesto del lado
apical al basolateral podria sugerir, dependiendo de la velocidad, transporte
paracelular del mismo o transporte pasivo. Asimismo, muchos de estos compuestos

pueden verse relacionados con la expresién de transportadores especificos de
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membrana hacia el lado basolateral o el metabolismo de los mismos a nivel

sistémico y su regreso al lumen intestinal (Lafay et al., 2006).

En el Cuadro 12, sblo se presentan los datos de aquellos compuestos
fendlicos que pudieron ser detectados y cuantificados en el sector apical y
basolateral, si bien solo el acido galico para 60 minutos de digestién, quercetina y
acido ferulico para 120 minutos de digestion y acido cafeico en todos los tiempos de
digestion intestinal ex vivo, siguiendo la técnica del saco intestinal invertido.
Dependiendo del compuesto cuantificado, sus relaciones de flujo de transporte
entre los lados apicales y basolaterales varia, mostrandose una reduccion en los
valores a medida que se incrementa el tiempo de incubacién intestinal para acido

cafeico.
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Cuadro 12. Coeficientes de permeabilidad aparente (Papp,), permeabilidad neta
(Papp Neta) Y relacion de flujo de salida de los compuestos fendlicos en los productos

de la digestion gastrointestinal in vitro del totopo horneado 70:30.

AP > BL?
Compuesto Tiempo de Payp (x 10° BL > AP? Papp Neta?  Relacidn
Fendlico Incubacion ? 0 Papp (X 107%) (x 10®) de Flujo
15 ND 1.390¢% - -
Acido 30 ND 0.002° - -
Galico 60 0.319 0.096 ¢ 0.415 0.30
120 ND 0.729¢ - -
15 0.096 2 0.6342 0.730° 6.582
Acido 30 0.077° 0.063° 0.1402 0.30°
Cafeico 60 0.071° 0.108°¢ 0.179¢ 1.52¢
120 0.048 ¢ 0.057¢ 0.1052 1.19¢
15 ND 0.3302 - -
Acido 30 ND 0.166° - -
Ferulico 60 ND 0.064° - -
120 0.005 0.032¢ 0.037 6.77
15 ND 0.3272 - -
Quercetina 30 NP 01197 ) )
60 ND 0.081° - -
120 0.006 0.023¢ 0.029 4.14

Los resultados representan la media de tres réplicas + desviacion estandar. BL: Basolateral; AP:
Apical. Diferentes letras (mindsculas) en la misma columna expresan diferencias significativas
(0=0.05) en la Prueba de Tukey. Diferentes letras (negritas) en la misma columna expresan
diferencias significativas (a=0.05) en la Prueba t de Student para el mismo tipo de muestra. Las
lineas expresan valores que no fueron detectados o que por las caracteristicas de la formula utilizada
no pudieron ser utilizados. ND: No detectado. * Tiempo de incubacién en minutos; 2 Coeficientes de
permeabilidad aparente y neta calculados en cm/s.

Para el flujo de apical a basolateral, se mostré una progresiva reduccion en
los valores para el acido cafeico, el Unico que pudo ser cuantificado para este
calculo. De acuerdo con lo reportado por Artusson et al., (2001), los valores de flujo
Papp < 1 X 1077 cm/s y Papp > 1 x 10 cm/s corresponden a baja y alta permeacion,
respectivamente, para evaluaciones de absorcion de medicamentos en monocapas

de células Caco-2; otros autores reportan valores diferentes (Papp < 5 X 10 para
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baja permeabilidad y Papp > 14 x 10 cm/s para alta permeabilidad) (Volpe et al.,
2007). Asimismo, Artusson et al., (2001), sugieren que cuando existen altas
permeabilidades, el modelo in vivo se asemeja al modelo propuesto por ellos de
Caco-2, donde un incremento en la magnitud de 10% indica un incremento del 100%

de la permeabilidad para un sistema in vivo.

Tomando en consideracion que las permeabilidades encontradas para el
acido cafeico de apical a basolateral son altas, pudiendo sugerir que existe alta
semejanza con un modelo in vivo, asi como reducciones en su absorcion intestinal
conforme se incrementa el tiempo de digestion. Este comportamiento es similar al
reportado por Campos-Vega et al., (2015), para coeficientes de permeabilidad
calculados para fenoles totales, taninos condensados y flavonoides en una

simulacién de digestidon gastrointestinal in vitro de café usado.

Hubatsch et al. (2007), en un protocolo propuesto de permeabilidad de
drogas y prediccion de su absorcion in vitro utilizando un modelo de monocapas de
células Caco-2, sugieren que relaciones de flujo menores a 0.5 y mayores a 2.0
corresponden a transporte activo o mecanismos de absorcion, por lo que para acido
cafeico se estaria presentando entre 15 y 30 minutos de digestién un transporte
activo, pasado luego a ser pasivo de entre 60 y 120 minutos de digestion. Este
comportamiento s6lo pudo ser calculado para todos los tiempos de digestion
intestinal para acido cafeico, ya que se cuenta con todos los valores de
permeabilidad aparente. Sin embargo, los valores de relaciéon de flujo de acido
ferdlico y quercetina a 120 minutos y acido galico a 60 minutos indican transportes
de tipo activo, siendo notoriamente altos los correspondientes a acido ferulico (120
minutos) y cafeico (15 minutos). Estos resultados difieren de lo reportado por Anson
et al.,, (2009), que sugieren un transporte pasivo para acido ferdlico en una
simulacién de digestion gastrointestinal in vitro de fracciones de trigo y pan, aunque

Poquet et al., (2008), sugiere un transporte de difusién pasiva transcelular.

Los comportamientos para el flujo de basolateral a apical son variables; si
bien acido galico y acido cafeico muestran similitudes en el comportamiento,

iniciando con un valor que progresivamente disminuye entre los 15 y 30 minutos de
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digestion, éste se incrementa de 30 a 120 minutos, sin llegar a alcanzar valores
mayores al flujo inicial en 15 minutos. En cambio, acido ferdlico y quercetina si
muestran una marcada reduccion del flujo desde los 15 hasta los 120 minutos de
digestion. Los valores encontrados muestran alta permeabilidad de los compuestos
de la membrana basolateral a la apical, mayores que en el sentido contrario,
sugiriendo que estos compuestos fendlicos de la botana horneada podrian ser
sustrato para algun transportador de flujo para ser llevados de forma activa de
regreso al lumen intestinal, comportamiento similar a lo reportado por Campos-Vega
et al., (2015).

Especificamente para acido galico, las velocidades de flujo de apical a
basolateral y viceversa son mayores a las reportadas por Jiamboonsri et al., (2015),
en el que para una simulacion de permeabilidad in vitro de compuestos fendlicos
extraidos del interior de la semilla de mango en lisados celulares de Caco-2,
cuantificaron entre un tiempo de 180 y 240 minutos valores de Papp ase: 1.02 x 10°®
cm/s y Papp Bsa: 1.02 x 10® cm/s para una concentracion de acido galico 20 uM
(relacion de flujo de 1.00), Papp asB: 0.35 x 10® cm/s y Papp Bsa: 1.87 x 10° cm/s
(relacion de flujo de 5.34) para el &cido galico mezclado con metil galato y
pentagaloil glucopiranosa; y Papp A5B: 1.46 X 106 cm/s y Papp B>A: 8.04 x 106 cm/s
(relacidn de flujo de 5.51) en la semilla de mango. Las diferencias encontradas en
los coeficientes de permeabilidad sugieren que cuando el acido galico se encuentra
dentro de una matriz compleja, su absorcion intestinal se incrementa, confirmado
por los mayores valores de permeabilidad presentes en el acido galico en la semilla
de mango que de forma aislada o mezclado con otros estandares puros. En
complemento, las mayores relaciones de flujo reportadas por estos autores sugieren
que a mayor tiempo de transito intestinal el acido galico mejora su absorcién

intestinal y reduce su regreso al lumen.

Frente al &cido ferulico, se presentaron bajos valores de permeabilidad,
coincidiendo con el comportamiento reportado por Chen et al., (2011), en el que
estandares puros de curcumina, epicatequina, acido ferdlico, acido galico,

quercetina, resveratrol, acido rosmarinico y rutina fueron incubados en una
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simulacién in vitro de fluido gastrico (pH 1.2) por 1 hora y posteriormente se
sometieron a un modelo de fluido intestinal in vitro (pH 6.8) por 3 horas. Estos
autores reportaron un coeficiente de permeabilidad Papp neta de 8.57 x 107 cm/s,
menor al reportado en este trabajo, variabilidad que puede ser dada en funcion de
si el compuesto es sometido puro a digestion gastrointestinal in vitro o si se

encuentra en una matriz alimenticia.

Por dltimo, para quercetina se encontraron igualmente bajos valores de
permeabilidad, comportamiento igualmente reportado previamente por Chen et al.,
(2011), los cuales sugieren que junto a resveratrol, el transporte es
considerablemente pobre frente a otros compuestos fendlicos. Lund & Pantuso
(2014), en un modelo de monocapas de células Caco-2, reportaron bajos valores
de permeabilidad intestinal para quercetina del lado apical al basolateral, reportando
Papp A>B: 10 X 106 cm/s para quercetina pura, para la combinacién de quercetina y
resveratrol de Pappase: 12 X 10®cm/s y un Pappase: 11 x 10 cm/s de quercetina en
combinacion con curcumina. Los autores sugieren que estos valores corresponden
a la baja estabilidad de quercetina a pH fisiol6gicos, aunque muestran que la
quercetina en combinacion con otros componentes exhibe mayor permeabilidad, lo
que podria explicar los mayores valores reportados en este trabajo para este

flavonoide.

VI.4. Flujo de Agua del saco intestinal invertido durante el ensayo de
permeabilidad in vitro del totopo horneado 70:30.

El efecto del flujo de agua en el sistema de saco gastrointestinal invertido de
acuerdo a la metodologia modificada por Campos-Vega et al., (2015), se muestra

en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Cambios en el flujo de agua durante la absorcion en el yeyuno de la

digestidon gastrointestinal in vitro

Tiempo de Incubacion Blanco? Totopo Horneado 70:30*
15 min 0.06 + 0.022 0.08 £ 0.022
30 min 0.08 + 0.02% 0.67 + 0.08°
60 min 0.09 + 0.006" 0.07 £ 0.022
120 min 0.14 + 0.02¢ 0.06 + 0.0012

Los resultados representan la media de tres réplicas * desviacion estandar (expresados en base
seca). Diferentes letras (mindsculas) en la misma columna expresan diferencias significativas
(a=0.05) en la Prueba de Tukey. El blanco corresponde a fluido salival sometido a digestion coldnica
in vitro de los voluntarios sanos. * Flujo de agua medido como g agua / g de intestino fresco.

Los resultados encontrados reflejan, para el blanco sometido a digestidon
gastrointestinal in vitro, incrementos significativos (p < 0.05) en el flujo de agua entre
60 y 120 minutos, comportamiento similar al reportado por Campos-Vega et al.,
(2015), para una digestion gastrointestinal in vitro de café usado con tostado medio
y oscuro. Estos incrementos en el flujo de agua corresponden a un aumento en la
humectabilidad del intestino y su capacidad de absorcion (Campos-Vega et al.,
2015).

Respecto a la botana horneada, el comportamiento fue dispar, puesto que se
presentaron incrementos significativos (p < 0.05) en el flujo de agua de 15 a 30
minutos de digestion intestinal, pero luego se presenta una progresiva reduccion del
mismo hasta los 120 minutos de digestion, sin ser estadisticamente significativa
entre 60 y 120 minutos. Esto podria sugerir que conforme pasa el tiempo de
incubacion, para la botana horneada, se presenta una reduccion no significativa (p
< 0.05) en la capacidad de absorcion del segmento intestinal, indicando de modo
general que de 15 a 120 minutos el segmento mantiene sus condiciones de
humedad y capacidad de absorcion de compuestos.

La variabilidad en la capacidad de absorcion fue reportada por Khemiss et
al., (2005), los cuales para una simulacion de digestion gastrointestinal in vitro
utilizando la técnica del saco invertido con perfusiones del extracto acuoso de hojas

de Prasium majus L. a diferentes velocidades de flujo (8 g/L y 16 g/L) explicaron que
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las variaciones en el flujo de agua en las diferentes secciones del intestino son
debidas a la cantidad y distribucion variable de acuaporinas y canales proteicos

presentes en el epitelio intestinal.

VI.5. Efecto de la fermentacion coldnicain vitro de la FND del totopo horneado

70:30 sobre el pH del medio de incubacion.

Experimentos llevados a cabo por Farmer et al., (2014), en el que pacientes
ingirieron una cépsula inaldmbrica de movilidad (WMC o wireless motility capsule,
por sus siglas en inglés), han sugerido que la medida del pH del medio de
fermentacion es un adecuado biomarcador indirecto de fermentacion colonica,

resaltando la relevancia de la medida de este parametro.

El Cuadro 14 muestra el efecto de la fermentacion coldnica in vitro de la
fraccidn no digerible del totopo horneado 70:30 sobre el pH del medio de incubacion,

siguiendo la metodologia desarrollada por Campos-Vega et al. (2009).

Cuadro 14. Efecto de la Fermentacion colénica in vitro de la fraccién no digerible
del totopo horneado 70:30 sobre el pH del medio de incubacion.

pH
Oh 6 h 12 h 24 h
T7030 6.54 +0.02%2 521 +0.20% 524 +0.3182 544 +0.52¢
Control (+) 6.83+0.25%° 431 +0.078° 4.30+0.65%° 4,17 + 0.388%°
Control (-) 6.91 +0.22%°  6.42 +0.22B¢ 6.57 + 0.21°B¢  6.67 + 0.16"E¢

T7030=Totopo horneado 70% harina de maiz nixtamalizado y 30% harina de frijol cocido. El control
(+) corresponde a medio de fermentacién con Rafinosa (100 mg) e inéculo fecal humano (1 mL de
inéculo fecal); el control (-) corresponde a medio de fermentacion con indculo fecal humano (1 mL
de inéculo fecal). Los resultados representan la media de tres experimentos + desviacion estandar.
Diferentes letras (mayuUsculas) por renglén expresan diferencias significativas (a=0.05) por la Prueba
de Tukey entre los diferentes tiempos de fermentacién para el mismo tipo de muestra. Diferentes
letras (mindsculas) por columna expresan diferencias significativas (a=0.05) por la Prueba de Tukey
para el mismo tiempo de fermentacion.

Muestra

Los valores de pH disminuyeron a medida que se incremento el tiempo de
fermentacion tanto en el totopo como en los controles, aunque no se presentaron

diferencias significativas entre la reduccion del tiempo de 6 hy 12 h (p > 0.05). De
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modo general, la mayor reduccion de pH para el control positivo (rafinosa) se
presenta en el tiempo de 6 h, comportamiento similar al reportado por Campos-Vega
et al., (2009), aunque el porcentaje de caida de pH de este trabajo (20.34 %) es
mayor al reportado por Campos-Vega et al., (2009) (4.82 % a 8.03 %). Mikkelsen et
al. (2004) reportaron una caida del pH en las primeras seis horas desde 6.5 hasta
valores por debajo de 5.8 para una fermentacion in vitro de fructo-oligosacéaridos y
transgalacto-oligosacéridos utilizando poblaciones bacterianas del tracto
gastrointestinal de lechones, resultados que son similares a los reportados en este
trabajo. Los autores igualmente sugieren que estas reducciones en el pH, junto a la
produccion de acidos organicos como los acidos grasos de cadena corta (AGCC)
son indicadores de actividad fermentativa por parte de la microbiota a nivel del
colon. Sin embargo, las diferencias que puedan presentarse en los valores de pH
pueden ser dadas por la naturaleza de los polisacaridos constituyentes de la materia
prima sometida a fermentacion, donde a mayor contenido de a-galactosidos, mayor

es la reduccion de pH durante el proceso fermentativo (Campos-Vega et al., 2009).

Para el control negativo, los resultados son similares a los reportados por
Campos-Vega et al., (2012a) para el periodo de 0 a 12 horas para inéculo fecal
humano y utilizando la misma metodologia de fermentacion colonica in vitro, pero el
resultado cuantificado en este trabajo para 24 horas es mayor al reportado por los
autores indicados (5.82), aunque las mayores diferencias de pH se presentaron
entre 6 y 12 horas, coincidiendo con el comportamiento reportado por estos autores
para un inéculo fecal humano. Asimismo, los autores reportaron que no existen
diferencias estadisticamente significativas respecto a la influencia de la fraccion no
digerible de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido en el pH de fermentacion al
comparar inoculo fecal humano con mezclas de microorganismos comerciales,
razon que valida y justifica la posibilidad del uso de in6culo humano para este
experimento. Sayar et al. (2007) atribuyen los incrementos de pH luego de 6 horas

a la produccion de metabolitos basicos como amoniaco.

Para el periodo de 12 h a 24 h de fermentacién, se observa un incremento

en el pH (excepto para el control (+) de rafinosa), comportamiento que no coincide
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con lo reportado por Campos-Vega et al., (2009), donde en el periodo de 12 a 24
horas hubo una nueva caida en el pH para diferentes cultivares de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.), si bien algunos de estos no presentaron diferencia
significativa (p > 0.05) entre los dos tiempos de fermentacibn tomados en
consideracion en este apartado. Sin embargo, los resultados coinciden con lo
reportado por Campos-Vega et al., (2012a), donde se experimentd una elevacion
no significativa (p < 0.05) del pH de 5.79 a 5.82. Walker et al. (2005) sugieren que
la reduccién en el pH del sustrato de fermentacién en el colon por parte de la
microbiota induce a la produccion de acido butirico, reducen las de acido acético y
estimula poblaciones de bacterias productoras de este acido graso. Zamora-Gasca
et al. (2015), para el mismo procedimiento de fermentacidn coldnica in vitro llevado
a cabo en este trabajo en ingredientes aislados de agave (Agave tequilana Weber
var. azul), reportaron también ligeros incrementos en los valores de pH vinculados

a los cambios en la produccién de acidos grasos de cadena corta.

Es importante destacar que la reduccion del pH, ademas de su relacion con
la generacion de &cidos grasos, se han asociado con la mayor prevalencia de
diferentes familias microbianas, especialmente de las bacterias acido lacticas (BAL)
(Pallin et al., 2016), algunas de las cuales han sido relacionadas con efectos
benéficos en la salud como Lactobacillus reuteri, reportado prebiotico que reduce
los dias de padecimiento de diarrea en nifios y mejora los sintomas de esta

condicién (Weizman et al., 2005).

VI.6. Produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en la fermentacién
coldénica in vitro del extracto fermentado de la FND del totopo horneado 70:30
(EFFND).

En términos de su importancia fisiolégica, los &cidos grasos de cadena corta
(AGCC), en particular el acético, propionico y butirico, son los mayores productos
finales de los procesos de fermentacidbn microbiana en el intestino grueso
(comprenden mas del 90 % de los ACGCC) (Rios-Covian et al., 2016); a partir de
polisacaridos, oligosacaridos, proteinas, péptidos y precursores de glicoproteinas.

Los polisacaridos son los principales progenitores de los AGCC y muchos tipos de
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enzimas hidroliticas bacterianas son sintetizadas por la microbiota coldnica para
digerir estas sustancias y facilitar la ingesta de sus componentes azucarados. En
términos cuantitativos, el almidon resistente y los polisacaridos propios de la pared
celular vegetal (celulosas y polisacaridos no celulésicos como arabinogalactanos,
xilanos, pectinas, gomas y mucilagos) son los principales sustratos de fermentacion

en el intestino grueso (Macfarlane et al., 2008).

El Cuadro 15 muestra la produccion de AGCC (acético, propionico y butirico)
cuantificados por cromatografia de gases acoplada a detector de masas (GC-MSI)
en los diferentes tiempos de fermentacion coldnica, asi como la produccion total y

las relaciones molares de estos acidos.

Cuadro 15. Contenido de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en los diferentes

tiempos de fermentacién colénica del totopo horneado 70:30

Relaciones

EFFND Ac. Acético? Ac. Propiénico* Ac. Butirico? AGCC Totales? Molares de
AGCC?
6h 650.50 £ 26.04%" 257.37 £ 97.67% 487.32 + 24.32° 1395.10 + 148.03" 47:18:35
12h 693.99 + 45.49%" 232.28 + 17.11%" 463.27 + 15.65%" 1389.54 + 78.25%" 50:17:33
24h 829.52 + 1.96"™ 628.28 + 0.01°™ 515.42 + 82.60%™ 1973.22 + 84.57°™ 42:32:26

RAFINOSA

6h 1042.62 + 187.16* 859.19 + 20.45% 506.64 + 50.762 2408.45 + 258.37% 44:31:25
12h 1383.11 + 111.75%" 1355.46 + 0.06"” 625.02 + 43.70%" 3363.59 + 155.51%" 41:41:18
24h 4474.67 +369.26"  4258.09 + 881.95°™  811.57 + 150.75°™ 9544.33 + 1410.93"™ 47:45:8

EFFND: Extracto fermentado de fraccién no digerible. Los resultados representan la media de dos
experimentos * desviacion estandar. Diferentes letras por el mismo tipo de columna (&cido graso:
acético, propioénico o butirico) expresa diferencias significativas (a=0.05) en la Prueba t de Student
para para el mismo tipo de muestra (EFFND y Control). *Expresa diferencias significativas (a=0.05)
en la Prueba de Dunnett, para cada tipo de acido acético y tiempo de fermentacion. AGCC: Acidos
grasos de cadena corta. ! Contenido de &cidos grasos de cadena corta en mmol compuesto/mL de
muestra por cada 500 ug de muestra y 100 mg de rafinosa, respectivamente. 2 Este valor se ha
expresado como la suma cuantitativa de los contenidos de acido acético, acido butirico y &cido
propionico, en mmol/L. 3 Las relaciones se han expresado como acido acético:propidnico:butirico.

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) en la
produccion de AGCC entre el tiempo de 6 h y 12 h, aunque si hubo diferencias
significativas (a=0.05) entre estos tiempos y el control de rafinosa para los tres
AGCC cuantificados en este trabajo. En los tres tiempos de fermentacién el control

de rafinosa tuvo mayor produccién de acido acético, seguida de propionico y
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butirico, comportamiento que coincididé con lo reportado por Ferguson & Jones
(2000) y Campos-Vega et al. (2009), para el mismo control de rafinosa. Smiricky-
Tjardes et al. (2003), luego de 12 horas de fermentacién in vitro con microbiota de
origen porcino de solidos de soya que contenian polisacaridos no solubles y
oligosacaridos reportaron producciones de &cido acético, propionico y butirico
menores a los cuantificados en este trabajo (2.4 mmol/g muestra/hora, 1.9 mmol/g
de muestra/hora y 0.7 mmol/g de muestra/hora, respectivamente). Los resultados
de este trabajo muestran que en cualquiera de los tiempos de fermentacién
evaluados, el acido acético es el que se encuentra en mayor proporcion,
coincidiendo con numerosos estudios reportados por otros autores (Louis et al.,
2007; Rios-Covian et al., 2016)

Para el tiempo entre 12 y 24 horas, so6lo hubo diferencias estadisticamente
significativas (p > 0.05) en la produccion de acido propiénico. Ferguson & Jones
(2000) reportaron, luego de una fermentacion colonica in vitro para 10 mg de
rafinosa, estaquiosa y verbascosa producciones de acido acético, propiénico y
butirico en porcentajes del 96 % al 114 % respecto a un control de 10 mg de
rafinosa, lo que indicaria que las producciones deberian ser muy semejantes al
control luego de 24 horas de fermentacion, comportamiento que de acuerdo a lo
cuantificado en este trabajo seria similar en la produccién de &cido butirico. Sin
embargo, hay que considerar que las cantidades de oligosacaridos presentes en la
muestra sometida a fermentacion fueron variables, sin ser iguales en cantidad al

control sometido a fermentacion.

Los resultados de AGCC producidos a partir del control son menores a los
reportados por Campos-Vega et al. (2009) para la misma cantidad de rafinosa pero
con modificaciones a la metodologia de fermentacidén coldnica in vitro utilizada,
indicando una produccion de 30 mmol/mL, 8 mmol/mL y 2 mmol/mL,
respectivamente para acido acético, propionico y butirico, al finalizar el tiempo de
fermentacion de 24 horas. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la mayor

concentracion de indculo fecal utilizada por Campos-Vega et al. (2009) (2 g de
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indculo fecal humano en 18 mL de solucién amortiguadora de fosfatos) la cual

permitié mayor produccion de estos acidos grasos.

Mikkelsen et al., (2004), reportaron tasas de produccion variables de acido
propionico, acético y butirico (produccién en el ciego: 4 mmol/kg-hora, 6.5 mmol/kg-
hora y 1.7 mmol/kg-hora, respectivamente; produccion en el colon medio: 12.7
mmol/kg-hora, 10.6 mmol/kg-hora y 8.3 mmol/kg-hora), a partir de fructo-
oligosacaridos y transgalacto-oligosacaridos fermentados por parte de microbiota
colonica extraida del tracto gastrointestinal de lechones. Estas producciones son
menores, siendo importante considerar que los resultados reportados en por estos
autores al cabo de 24 horas de fermentacion parten de una materia prima diferente.
Ademas, sugieren que la produccion de acido butirico es tipica en procesos
fermentativos de oligosacaridos en monogastricos, donde el incremento en su
produccion ha sido aceptado como positivo gracias a los efectos especificos que
tiene en la salud como servir de energia de sustrato para los colonocitos, aunque

se metaboliza principalmente en el higado (Dersjant-Li et al., 2010).

De modo general, se ha reportado que los AGCC tienen diferentes
propiedades, entre ellas el incremento en la absorcion de agua y sodio en el colon,
ayudan en la proliferacion y diferenciacion de células de la mucosa, provocan
acidificacion del ambiente luminal (lo que reduce la actividad de la enzima
bacteriana 7-a-dehidroxilasa, evitando asi la conversion de acidos biliares primarios
en secundarios, mas toxicos), proveen energia a los colonocitos, ayudan en la
inhibicién de la sintesis de colesterol, mejora el flujo sanguineo colénico, mejoran la
funcidn inmune y tienen efectos tréoficos preventivos en la generacion de
poblaciones de células anormales (Gropper & Smith, 2013; Macfarlane et al., 2008).
Las diferencias pueden ser debidas a la naturaleza de polisacaridos sometidos a

fermentacién colénica.

En el Cuadro 15 igualmente se observa un incremento en la produccion de
AGCC conforme aumenta el tiempo de fermentacién, coincidente a lo reportado por
varios autores frente al incremento en la produccién de acido propionico y butirico,

pero con reducciones de acido acético que vienen a ser compensadas por el
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incremento en los otros dos AGCC (Walker et al., 2005). Campos-Vega et al.,
(2009), para la misma metodologia de fermentacion coldnica in vitro en diferentes
cultivares de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cocidos reporta incrementos en la

produccion de los AGCC.

En lo que respecta a las relaciones molares, se encontraron relaciones
variables en los diferentes tiempos de fermentacion, mostrandose una reduccién en
la relacion molar de acido propidnico, comportamiento que fue igual tanto en la
muestra como los controles, conforme aumenta el tiempo de fermentacion. Este
comportamiento también fue reportado por Campos-Vega et al. (2009), para el
mismo control y metodologia de fermentacion, si bien las relaciones molares del
control son diferentes, indicando una relacion de 75:20:5 para &acido
acético:propionico:butirico a las 24 horas de fermentacién. Asimismo, los autores
reportan relaciones molares variables para harinas de diferentes cultivares de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido (Negro 8025, 65:15:20; Bayo Madero,
64:16:20; Pinto Durango, 68:13:18 y Azufrado Higuera, 58:21:21, si bien las
diferencias son porque los resultados de este trabajo corresponden a una matriz

alimenticia diferente.

Varios estudios han sugerido que muchas de las propiedades de los
productos naturales, en relacidon a su capacidad antioxidante, estan relacionadas
con su contenido de polifenoles por la capacidad que tienen estos de secuestrar
radicales libres originarios de diferentes especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
tales como el anion Superodxido (O2*), radical hidroxilo (HO®), el singlete de oxigeno
(*0O2), radical peroxilo (ROQ?®), 6xido nitrico (NO®), i6n hipoclorito (CIO*), peréxido
de hidrégeno (H2032) y peroxinitrito (ONOO*’) (Kasanga et al., 2015). Por ello, se
considero relevante calcular la correlacion existente entre el comportamiento de
algunos de los compuestos fendlicos cuantificados a lo largo del tracto
gastrointestinal y su capacidad antioxidante en las diferentes etapas del mismo

proceso.
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VI.7. Efecto del EFFND en el modelo de macr6fagos murinos.

Para el ensayo celular fue evaluada primero la posible citotoxicidad
(viabilidad celular) del extracto de fermentacion (EFFND) de 24 horas (EF24) sobre
el modelo de macrofago murinos RAW 264.7 a diferentes concentraciones y de esta
manera poder evaluar su potencial como antiinflamatorio en la reduccion de la
produccion de oxido nitrico. Se utilizd este extracto porque fue aquél que presento
el mayor contenido detectable de compuestos fendlicos y acidos grasos de cadena
corta, asi como los mayores valores de capacidad antioxidante.

VI.7.1 Efecto del EFFND sobre la viabilidad celular

Se evalud el efecto del EFFND24 de la botana horneada 70:30 por medio
del ensayo MTT para determinar la posible citotoxicidad de dicho extracto en
macréfagos murinos RAW 264.7. En la Figura 3 y se muestran el efecto del
EFFND24 sobre la viabilidad celular.

Viabilidad Celular sin LPS
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Figura 3. Efecto del EFFND24 de la botana horneada sobre viabilidad celular en
macrofagos RAW 264.7 sin lipolisacaridos (LPS).

EF: Extracto de la fraccion no digerible de la botana horneada de harina de maiz nixtamalizado y
frijol comun cocido de 24 horas; LPS: Lipopolisacaridos. Cada valor representa la media de dos

experimentos independientes * desviacion estandar. Letras diferentes por columna indican
diferencia significativa respecto a LPS (-) por la Prueba de Dunnett (p<0.05).
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Los resultados muestran que soOlo se presentd citotoxicidad en los
tratamientos con el extracto fermentado al 40% y 50%, por lo que se podria concluir
que solo los tratamientos que van del 10% al 30% son aquellos que podrian ser
utilizados en este modelo celular sin producir citotoxicidad. Estos resultados de
viabilidad dependen del extracto a utilizar, ya que como tiene una composicion
compleja, su efecto sobre citotoxicidad es variable. Lépez-Barrera (2016), para una
evaluacion del extracto fermentado de la fraccién no digerible de café usado, tras
ser sometido a la misma metodologia seguida en este trabajo de digestion
gastrointestinal in vitro y fermentacion colénica in vitro, utilizando un modelo de
macrofagos RAW 264.7, determinaron que las concentraciones que no producian
citotoxicidad eran aquellas que iban del 5% al 25% para macréfagos sin
estimulacién por lipopolisacéaridos (LPS).

Del mismo modo, se evalud el efecto del EFFND24 de la botana horneada
de harina de maiz nixtamalizado y frijol comdn cocido por medio del ensayo MTT
para determinar la citotoxicidad de dicho extracto en macréfagos murinos RAW

264.7 previamente estimulados con lipopolisacaridos (LPS) (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del EFFND24 de la botana horneada 70:30 sobre viabilidad celular
en macréfagos RAW 264.7 con LPS.

EF: Extracto fermentado de la fraccién no digerible de la botana horneada de harina de maiz
nixtamalizado y frijol comUn cocido de 24 horas; LPS: Lipopolisacéridos. Cada valor representa la
media de dos experimentos independientes + desviacion estandar. Letras diferentes por columna
indican diferencia significativa respecto a LPS (-) por la Prueba de Dunnett (p<0.05).

La estimulacion por medio del uso de LPS en macréfagos murinos es uno de
los modelos in vitro mas utilizados para la simulacion de inflamaciéon. Su estimulo
se da gracias a la participacion de los Receptores Similares a Toll (TLR), que son
una familia de proteinas de membrana que sirven como patron de reconocimiento
de una gran variedad de moléculas derivadas de microorganismos. Se han
identificado una gran variedad de TLR como los que identifican Lipopolisacaridos
de bacterias gram negativas (TLR4); los que reconocen péptidoglicanos, acido
lipoteicoico y lipoarabinomananos de bacterias gram positivas (TLR2), flagelina
(TLR5) y motivos no metilados de islas CpG (TLR9) (Fujiwara & Kobayashi, 2005).

Hasta nuestro conocimiento, este es el primer reporte del efecto del extracto
fermentado de la fraccion no digerible de una botana horneada de harina de maiz
nixtamalizado y frijol comun cocido (EF) sobre viabilidad celular en macrofagos

RAW 264.7 estimulados con LPS. Los resultados mostrados en la Figura 4 sugieren
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que todos los tratamientos ensayados no provocan citotoxicidad celular al no
presentar diferencias significativas (p < 0.05) respecto al control de viabilidad
(células sin estimulacion con lipopolisacaridos). Los valores obtenidos son similares
a los reportados por Lopez-Barrera et al., (2016), donde para una evaluacion del
extracto fermentado de la fraccion no digerible de café usado, tras ser sometido a
la misma metodologia seguida en este trabajo de digestién gastrointestinal in vitro
y fermentacion colbnica in vitro, utilizando un modelo de macréfagos RAW 264.7
estimulados con LPS. Estos autores determinaron que las concentraciones que no
producian citotoxicidad correspondian a aquellas que iban del 5 % al 25 %,
reportando valores de viabilidad entre el 87 % y 91.9 %. Mientras que Torres-
Rodriguez et al., (2016), para macréfagos estimulados con LPS y sometidos a
diferentes concentraciones de extracto acuoso de hojas secas de C. urticifolia (10,
25, 50, 75y 100 pg/mL) reportaron viabilidades por medio del ensayo MTT del 99.6
al 144.6%. Estos valores de viabilidad pudieron ser debidos a las caracteristicas de

la materia prima ensayada en los macréfagos y la composicion quimica de la misma.

El incremento en la viabilidad de macréfagos estimulados por LPS ha sido ha
sido reportado por Zhuang & Wohan (1997), los cuales argumentaron que la
exposicion de macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS o interferon gamma
recombinante (IFN-y) y expuestos a bajas concentraciones de éxido nitrico (ON) por
largos periodos de tiempo genera respuestas metabdlicas celulares de proteccion
como agentes detoxificantes celulares como glutation, proteinas de choque térmico.
Asimismo, varios autores han reportado que los ensayos que buscan medir
viabilidad celular por medio de MTT, a pesar de su aplicacion extensiva y
practicidad, pueden tener variaciones importantes dependiendo de la actividad
metabolica o los tratamientos quimicos a los que son sometidos las células (Wang
et al., 2010).

Wang et al. (2010) en células de adenocarcinoma de préstata humano
LNCaP y células MCF-7, reportaron que la medicion de viabilidad celular con MTT
puede presentar diferencias importantes debido al principio de funcionamiento de la

reaccion; considerando que MTT es una sal tetrazolio que es reducida a cristales
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purpuras de formazan principalmente debido a la accion de la succinato
deshidrogenasa mitocondrial, y que en teoria la intensidad del color se correlaciona
con el niumero de células viables. Se ha informado que algunos fitoquimicos pueden
cambiar la actividad de succinato deshidrogenasa o interactuar de forma directa con
MTT, generando los cambios y dificultades en la reproducibilidad del ensayo.
Asimismo, estos cambios en la actividad enzimatica pueden provocar una mayor
formacion de cristales de formazan que en la cuantificacion superan en coloracion

al control negativo, ocasionando viabilidades superiores al 100%.

VI.7.2 Efecto del EFFND de la botana horneada 70:30 sobre la produccion de 6xido
nitrico (ON):

Se ha reportado que el oxido nitrico (ON) es una molécula importante de
respuesta defensiva de un organismo frente al ataque de varios patdgenos como
bacterias, virus, hongos y parasitos. Bajo condiciones fisioldgicas normales, la
produccion de ON a niveles basales ayuda a la vasodilatacion y tiene efectos
antiinflamatorios (ya que inhibe la adhesion de leucocitos al endotelio vascular
(modulando las moléculas de adhesion endotelial) y secuestra los aniones
superoxido al reaccionar con ellos por su baja vida media al tener un par de
electrones desapareado). Sin embargo, su produccion irregular provoca cambios en
la adhesion de dichos leucocitos, en la produccion de moléculas de adhesién
asociadas y estimula el proceso inflamatorio (Fujiwara & Kobayashi, 2005). Estos
efectos son debidos a que el ON producido por los macrofagos actia como un
radical libre y por tanto es citotoxico para ciertos microorganismos y células
tumorales ya que tiene la capacidad de oxidar grupos sulfhidrilos de las proteina,
asi como reaccionar con el anién superéxido para formar diéxido de nitrogeno (NO2)
y radical hidroxilo (OH"), sustancias fuertemente oxidantes (Pérez-Ruiz et al., 1997).
Por tanto, la medida de la produccion de 6xido nitrico y su inhibicion constituye una

medida del potencial antiinflamatorio de compuestos y matrices alimentarias.

La Figura 5 muestra la produccion de éxido nitrico (en % de LPS) para

diferentes concentraciones del extracto fermentado de la fraccién no digerible de 24
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horas de la botana horneada en un modelo de inflamacion in vitro de macrofagos

RAW 264.7 previamente estimulados con LPS.

Produccion de Oxido Nitrico

(% LPS)
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Figura 5. Efecto del EFFND24 de la botana horneada 70:30 sobre la produccion de
oxido nitrico (ON) en macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS.

EF: Extracto fermentado de la fraccion no digerible de la botana horneada 70:30 de 24 horas; LPS:
Lipopolisacéaridos. Los resultados corresponden a la media de dos experimentos independientes +

desviacion estandar.* Indica diferencia significativa con respecto al tratamiento LPS (+) por la Prueba
de Dunnett (p<0.05).

Hasta lo revisado en la literatura este es el primer reporte del efecto del
extracto fermentado de la fraccidon no digerible de una botana horneada de harina
de maices nixtamalizado y frijol comun cocido sobre la produccion de ON en un
modelo de inflamacion in vitro empleado macréfagos RAW 264.7 previamente
estimulados con LPS. Los resultados reportados en la Figura 5 muestran una
reduccién dosis-dependiente de la concentracion del extracto fermentado,
mostrandose una reduccion maxima en la produccion de ON para el EFFND 40 %.
Sin embargo, se observa un incremento en la produccion de Oxido nitrico para
EFFND 50 %. Este comportamiento corresponde a una respuesta no monotonica,
que fue extensivamente revisada por Vandenberg et al. (2012); quienes proponen
que varias lineas celulares tienen respuestas diferentes al mismo tipo de sustancia

debido a que expresan diferentes receptores que tienen respuestas diferentes a
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sustancias como las hormonas que podrian estar naturalmente presente en las

materias primas de las matrices alimentarias.

Lopez-Barrera et al. (2016), para macrofagos RAW 264.7 estimulados con
LPS y sometidos al efecto del extracto fermentado de la fraccidn no digerible de café
usado, reportaron menor efecto en la produccién de ON en términos de porcentaje
de LPS, donde la mayor reduccién fue cuantificada en el extracto al 50 % de
concentracion (casi el 50 %). Estas diferencias pueden ser dadas por la naturaleza
del extracto fermentado utilizado que por proceder de una matriz diferente y por

tanto diferente composicion quimica.

Para los resultados presentados, se sugiere el célculo de la concentracién
inhibitoria 50 (ICs0), ya que esta permitiria determinar la concentracion de extracto
necesaria para inhibir hasta el 50 % de la produccion de 6xido nitrico y asi cuantificar
las concentraciones de compuestos fendélicos y AGCC que pudiera producir un
efecto fisiologico de reduccion de 6xido nitrico, pudiendo corroborar in vitro el
potencial antiinflamatorio de la fraccién no digerible de la botana horneada de harina
de maiz nixtamalizado y frijol comun cocido. Respecto al potencial antiinflamatorio
de los AGCC, se ha reportado que su incremento en el colon como parte de los
metabolitos de fermentacion de la microbiota colénica podria tener influencia en el

proceso de inflamacion.

Liu et al. (2012), en el mimo modelo macréfagos RAW 264.7 estimulados con
LPS, reportaron reducciones dosis dependiente de oxido nitrico al someter los
macrofagos a diferentes concentraciones (0 umol/L hasta 1200 umol/L) de acetato
de sodio, propionato de sodio y butirato de sodio de 39.83 %, 70.74 % y 57.12 %,
respectivamente. Para el mismo estudio, los autores también reportaron
reducciones en la produccion de factores pro-inflamatorios como TNF-a, IL-13 e IL-
6 e inhibicion de la viabilidad de la sintetasa inducible por 6xido nitrico (iNOS),

ademas que mejoraron la produccion de la citocina antiinflamatoria 1L-10.

Respecto a los compuestos fendlicos, se ha sugerido que algunos de estos

tienen la capacidad de producir efectos antiinflamatorios gracias a su capacidad

106



antioxidante y modulacién en diferentes vias de inflamacion (Messaoudene et al.,
2011). Garcia-Lafuente et al., (2014), evaluaron en un modelo in vitro de macrofagos
murinos 264.7 estimulados por lipopolisacaridos (LPS) el efecto anti oxidante y anti
inflamatorio de extractos metandlicos ricos en compuestos fenélicos provenientes
de frijol white kidney (WKB) y round purple (RPB), encontrando que RPB (con altas
cantidades de proantocianidinas, glucésidos de catequina y acido sinapico)
obteniendo mayor capacidad antioxidante y mejor efecto anti inflamatorio que WKB
(conformado principalmente por acidos fendlicos) al reducir la produccion de éxido
nitrico (NO) y de interleucinas IL-1B y IL-6, disminuian la expresion del dimero
proteico NF-kB p65 pero no ejercian efecto significativo en la produccion de factor

de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Jung et al. (2014), evaluaron los efectos antiinflamatorios y antioxidantes de
extractos metanolicos Brassica oleracea var. gongylodes sobre macréfagos RAW
264.7 estimulados con lipopolisacéaridos, reportando que gran parte de los efectos
inhibitorios de la produccion de INOS y proteina COX-2, dos marcadores de
inflamacion, eran debidos a la riqueza en compuestos fendlicos de los extractos,

especialmente de quercetina y acido ursolico.

Lépez-Barrera et al. (2016), para un modelo de digestion gastrointestinal in
vitro de café usado reportaron, para un ICso de una mezcla de AGCC equivalente a
7.35 mmol/L de acido acético, 2.64 mmol/L de acido propionico y 1.97 mmol/L de
acido butirico se cuantificé una inhibicion del 72.6 % en la produccion de éxido
nitrico de macréfagos RAW 264.7 previamente estimulados con LPS, sugiriendo
que esta mezcla de AGCC eran los principales responsables de la reduccion de este

biomarcador de inflamacion.

Los resultados sugieren que los compuestos fendlicos y los acidos grasos
de cadena corta presentes en el extracto fermentado de la fraccion no digerible
pudieran tener potencial en la reduccion de algunos marcadores de inflamacion. Por
lo tanto, se sugieren mas estudios que ahonden en la reduccion de mas marcadores
de inflamacion con el fin de tener mas certeza en el potencial antiinflamatorio de la

botana horneada de harina de maiz nixtamalizado y frijol comun cocido.
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VIl.  CONCLUSIONES

La botana horneada de harina de maiz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido, en la proporcion 70:30 (maiz:frijol) es una
alternativa nutritiva y funcional de un refrigerio hipocal6rico por su alto contenido de
proteinay minerales. No obstante, el contenido lipidico que presenté es proveniente
de la variedad de maiz empleada y no es de alarmar pues presenta un perfil de
acidos grasos predominantemente insaturados, lo que contribuye con las

apropiadas caracteristicas quimicas de este producto.

Asimismo, la botana presentd una buena composicion nutracéutica al tener
altos contenidos de fibra insoluble y fibra total y de compuestos bioactivos tales
como: oligosacaridos (estaquiosa y verbascosa) y compuestos fendlicos
(especialmente &cido ferulico y acido gélico), siendo éstos ultimos contribuyentes

de los valores de capacidad antioxidante (medidos por ABTS y DPPH).

Hasta el momento este es el primer reporte de la evaluacion del
comportamiento de compuestos bioactivos en una simulacién de digestién
gastrointestinal in vitro para una botana horneada, los cuales presentaron diversa
bioaccesibilidad de oligosacaridos y compuestos fendlicos (especialmente acidos
fendlicos: gdlico, clorogénico, ferulico y cafeico; y flavonoides como (+)-catequina y
quercetina), asi como de capacidad antioxidante (medida por ABTS y DPPH),
mayores a los reportados por algunos autores en otras matrices alimentarias y
siendo el primer reporte de esta evaluacion a lo largo del tracto gastrointestinal para
una botana horneada. Esto indica capacidad de los mismos de aumentar su
liberacion conforme atraviesan el tracto intestinal debido a la accion de las enzimas
0 acomplejamientos para ser absorbidos en el intestino delgado o llegar intactos al

colon.

La baja absorcién a nivel intestinal de algunos de estos compuestos fendlicos
(principalmente &cidos fendlicos, en porcentajes del 3.84 % al 33.15 %) indica que
éstos, junto con los oligosacéridos, pasan casi en su totalidad al colon, donde fueron

fermentados por la microbiota coldnica (expresados en las reducciones de pH) y

109



produjeron acidos grasos de cadena corta. EI EFFND (40%), que contiene estos
compuestos bioactivos, redujo la produccion de oxido nitrico alrededor del 87 % sin
producir efecto citotoxico en las células, en el modelo de inflamacién in vitro de

macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS.

Estos resultados indican que la botana, por ser fuente de compuestos
bioactivos y el comportamiento de los mismos en el modelo de digestion utilizado,
asi como la generacion de metabolitos que en conjunto tienen potencial
antiinflamatorio en la reduccion de los niveles de oxido nitrico, es alternativa de
botana hipocaldrica para ser introducida en la industria de alimentos y asi potenciar
el uso de los ingredientes de la dieta tradicional mexicana en un producto que no

s6lo genere saciedad sino que lleve consigo un beneficio a la salud.
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En reunion del Comité de Bioética nombrado Ad Hoc por la Directora de
Investigacion y Posgrado celebrada el 27 de octubre del afio 2015, con objeto de
llevar a cabo la revision de su protocolo titulado “Caracterizacion y evaluacion de
la actividad antiinflamatoria de la fraccién no digerible de una botana horneada de
harina de maiz (Zea maysL.) nixtamalizado y frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
cocido”, fue aprobado, con las siguientes recomendacion:

Aclaracion que el tratamiento de los animales es conforme a las pautas de
CIOMS.
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Dr. Robert T. Hall; Secretario, Dr. Bernardo Garcia Camino; Vocales, Dra. Pamela
Garbus, Dra. Hilda Romero Zepeda, L. en D. cMtra. Paulina Pérez Audiffred, Dra.
Donna Terry Jackson Lembark y Dra. Maria Laura Sandoval Aboytes.

Sin mas por el momento, reciba saludos.
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