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RESUMEN:

El frijol es un alimento funcional por su aporte en compuestos bioactivos (principalmente compuestos fendlicos) con
beneficios a la salud. La fermentacion en estado solido (FES) es un bioproceso que aumenta la disponibilidad de compuestos
bioactivos con potencial nutracéutico. El objetivo de este trabajo fue estudiar los cambios en el perfil de compuestos
fendlicos, actividad antioxidante (AAox) y potencial hipoglucemiante de extractos etandlicos de frijol comun cv Azufrado
Higuera por efecto de la FES. La AAox Yy el potencial hipoglucemiante del frijol comUn incrementaron significativamente
debido al bioprocesamiento por FES (+271% ABTS, +148% DPPH, +119% ORAC, y +39.6% inhibicion de a-amilasa). En
el extracto de frijol crudo los compuestos fendlicos identificados fueron derivados de los &cidos aldarico, ferdlico y sinapico,
dimeros de procianidinas, y flavonoles derivados de isorhamnetina y kaempferol. El extracto de frijol fermentado presentd un
mayor nimero de compuestos fendlicos identificados que el extracto de frijol crudo, destacando la aparicién de nuevos
compuestos, y con ello un perfil fendlico mas variado tras la FES. En conclusion, se puede decir que la FES es un bioproceso
efectivo para incrementar el contenido de compuestos fendlicos responsables del aumento de la actividad antioxidante e
hipoglucemiante en frijol comdn.

Palabras clave: Actividades antioxidante/hipoglucemiante, compuestos fendlicos, fermentacion en estado sélido, frijol
comun.

ABSTRACT:

Bean is a functional food for its contribution in bioactive compounds (mainly phenolic compounds) with health benefits.
Solid state fermentation (FES) is a bioprocess that increases the availability of bioactive compounds with nutraceutical
potential. The objective of this work was to study the changes in the profile of phenolic compounds, antioxidant activity
(AAo0x) and hypoglycemic potential of ethanolic extracts of common bean cv Azufrado Higuera by effect of FES. AAox and
hypoglycemic potential of common bean increased significantly due to FES bioprocessing (+ 271% ABTS, + 148% DPPH, +
119% ORAC, and + 39.6% inhibition of a-amylase). In the extract of raw bean the identified phenolic compounds were
derived from aldaric, ferulic and synapic acids, procyanidins dimers, and flavonols derived from isorhamnetin and
kaempferol. Fermented bean extract showed a higher number of identified phenolic compounds than the raw bean extract,
highlighting the appearance of new compounds, and with it a more varied phenolic profile after FES. In conclusion, the FES
is an effective bioprocess to increase the content of phenolic compounds responsible for the increase of antioxidant and
hypoglycemic activity in common bean.
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INTRODUCCION

El estrés oxidativo es una condicion donde existe un desequilibrio entre las moléculas oxidantes y las
antioxidantes del organismo, con balance favorable en las primeras. Este desbalance oxidativo esta relacionado
con el dafio a macromoléculas (lipidos, proteinas, ADN) lo que conlleva a la aparicion y progresion de
enfermedades crénicas (Ames y col 1993). La diabetes mellitus es un desorden metabdlico que surge por una falla
del organismo en producir suficiente insulina y/o el desarrollo de resistencia a la insulina, resultando con altos
niveles de glucosa en sangre; el mantenimiento de la misma provoca complicaciones macro y micro vasculares
(\Varghese y col 2013). Es por esto que el tratamiento de diabetes tiene como objetivo la disminucion de
hiperglucemia (Aguilar-Salinas y col 2003). Uno de los tratamientos de la diabetes son fA&rmacos cuyo mecanismo
de accion es inhibir enzimas encargadas de la hidrolisis del almidon (a-amilasa y a-glucosidasa), y con esto
disminuir la hiperglucemia postprandial, sin embargo estos producen complicaciones gastrointestinales como
flatulencia, dolor abdominal, entre otros (Benavides Moraz y col 2000). En los ultimos afios, han incrementado
las investigaciones en identificar potentes inhibidores enzimaticos de origen natural con menos efectos
secundarios que los farmacos comerciales (Habtemariam 2011). En la literatura, se ha reportado que las
leguminosas contienen compuestos bioactivos capaces de inhibir a las enzimas que hidrolizan el almidon (EI
Sohaimy 2012). El frijol comun (Phaseolus Vulgaris L) es la leguminosa mas consumida en el mundo, es
reconocida por ser la principal fuente de proteinas en paises de América Latina. Ademas de su aporte en proteina,
el frijol es fuente de carbohidratos complejos, fibra, vitaminas y minerales (de Almeida Costa y col 2006).
Recientemente se le considera como alimento funcional por su contenido en compuestos bioactivos,
principalmente fendlicos, a los que se le atribuye potencial benéfico en la salud (Maldonado y col 2015). Existe el
interés en la busqueda de procesamientos que mejoren las caracteristicas nutracéuticas de alimentos funcionales
como el frijol. La fermentacién en estado sélido (FES) es un bioproceso que consiste en el crecimiento de
microorganismos especialmente hongos en un sustrato solido con la presencia de pequefias cantidades de agua
superficial, con la finalidad de mejorar caracteristicas nutricionales y de sabor (Mitchell y col 2002). Se ha
reportado que la aplicacion de FES en leguminosas como el frijol mejora la biodisponibilidad de nutrimentos e
incrementa su potencial nutracéutico, como consecuencia del aumento en compuestos fendlicos (Reyes-Bastidas y
col 2010). Recientemente se ha aplicado esta tecnologia en frijol comin empleando el hongo Rhizopus
oligosporus, observandose un aumento de la biodisponibilidad de nutrimentos y mejora en actividad antioxidante
y el contenido de fendlicos totales (Guzméan-Uriarte y col, 2013; Rochin-Medina y col, 2015). Sin embargo, no
existen reportes acerca del efecto de la fermentacién en estado sélido con el hongo Rhizopus oligosporus sobre los
perfiles de compuestos fenolicos en frijol comdn, compuestos relacionados con el potencial antioxidante e
hipoglucemiante de esta leguminosa. En este sentido, el objetivo de este trabajo de investigacion fue estudiar los
cambios inducidos por la FES con R. oligosporus en el perfil de compuestos fendlicos, actividad antioxidante y
potencial hipoglucemiante de extractos (etanol 80%) de frijol comdn. La actividad antioxidante de los extractos
fue evaluada por los métodos ABTS, DPPH y ORAC, mostrando un incremento significativo (p<0.05) (+119-
271%) en el frijol comln bioprocesado (FCB) con respecto a los obtenidos a partir de frijol coman crudo (FCC)
independientemente del método empleado. El indice de inhibicion de o-amilasa también fue afectado
positivamente por la FES con un incremento significativo (p<0.05) del 39.6%. Adicionalmente, mediante UPLC-
DAD-MS se lograron evidenciar cambios importantes en el perfil de compuestos fendlicos por efecto de la FES,
principalmente la aparicion de 7 compuestos no presentes en el FCC, mismos que podrian estar relacionados con
los incrementos observados tanto en actividad antioxidante como hipoglucemiante. Los resultados indican que la
FES es una herramienta Gtil para incrementar el potencial nutracéutico del frijol comdn.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales. El frijol comin (Phaseolus vulgaris L. variedad Azufrado higuera) fue cultivado en la estacion
experimental del valle de Culiacan del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), Sinaloa, México. Los granos fueron cosechados, limpiados y almacenados a 4°C in contenedores
ligeramente sellados hasta su uso. La cepa de Rhizopus oligosporus NRRL 2710 fue obtenida de la coleccion
americana de cultivo, Manassas, EUA.

Produccion de frijol coman bioprocesada. Los granos de frijol fueron remojados a 25°C por 4 horas en agua
destilada. Los granos fueron drenados y sus testas fueron removidas manualmente. Las cascarillas fueron secadas
y molidas para su posterior reincorporacion con los cotiledones. Los pasos de remojo y descascarillado fueron
utilizados como condiciones pre-tratamiento para el crecimiento y penetracion del hongo. Los cotiledones fueron
cocidos en una solucién de acido acético (pH 3.0; 90°C/30 min), enfriados (25 °C), inoculados con suspension de
esporas R. oligosporus (1 x 106 esporas/mL) y empacadas en bolsas de polietileno perforadas (15 x 15 cm). La
FES fue realizada utilizando las condiciones optimizadas por Leon-murillo y col (2016) para maximizar
actividades antioxidante e hipoglucemiante de eta variedad de frijol comdn, con una temperatura de 33.5 °C y un
tiempo de fermentacion de 108 horas. Los cotiledones de frijol bioprocesados fueron secados (50°C/8 horas),
enfriados (25°C) y molidos. La harina fermentada fue mezclada con sus correspondientes testas molidas,
empacadas y mantenidas a 4°C hasta su uso. Para evaluar el efecto de la FES, se preparé harina de frijol comdn
crudo (FCC); los granos enteros fueron molidos y la harina fue empacada y mantenida a 4°C hasta su uso.

Extraccion de compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos fueron extraidos segun lo reportado por Dewanto y
col (2002). Se mezclaron 0.5 g de muestra con 10 mL de etanol al 80% durante 10 minutos, posteriormente fueron
centrifugados (5000 x @/10min); lo anterior se repiti0 2 veces y los sobrenadantes fueron recuperados,
concentrados al vacio a 45°C y almacenados a -20 °C hasta su evaluacion.

Actividad antioxidante. La actividad antioxidante de los extractos etanélicos fue determinada por las metodologias
ABTS, DPPH y ORAC siguiendo las metodologias descritas por Re y col (1999), Brand y col (1995) y Ou vy col
(2001), respectivamente. Los resultados fueron expresados como pmoles ET/100 g de muestra en base seca.
Todas las medidas se realizaron por triplicado.

Actividad hipoglucemiante. La actividad hipoglucemiante de los extractos etanélicos fue evaluada siguiendo la
metodologia descrita por McCue y col (2005). Los resultados se reportaron como indice de inhibicion de a-
amilasa.

Perfil de compuestos fendlicos. Para determinar el perfil de compuestos fenolicos se analizaron 10 uL del extracto
etanolico con un equipo de UPLC-DAD-MS ACCELA (Thermo Fisher Scientific, Inc, Whaltman, USA). La
separacion se realiz6 en una columna FORTIS C18 (50 x 2.1 mm) (Fortis Technologies LTD., Cheshire,
Inglaterra). La fase mavil consisti6 de agua-acido férmico al 1 % (A) y acetonitrilo (B) inyectandose al HPLC con
una velocidad de flujo de 0.2 mL/min. El tiempo total de corrida fue de 50 minutos. La deteccion se realiz6 a 280,
320 y 350 nm. La identificacion de compuestos fendlicos en la muestra se realiz6 por comparacion de los tiempos
de retencidn y espectros de los picos cromatograficos con los de estandares comerciales (ac. Galico, ac. Siringico,
catequina, kaempferol, &c. Ferulico) y por espectrometria de masas.

Andlisis estadistico. Los resultados de las actividades antioxidante e hipoglucemiante fueron analizados por
medio de un andlisis unidireccional de varianza (ANOVA), seguido por comparacion de medias aplicando la
prueba de rangos maltiples de Duncan con un nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la FES sobre actividad antioxidante e inhibicién de a-amilasa. En general, la actividad antioxidante del
frijol coman incremento con la FES (Tabla 1). La actividad antioxidante evaluada por ABTS incremento en
271%, después de la fermentacion. Los métodos de DPPH y ORAC mostraron tendencia similar con 148% vy
119% de incremento, respectivamente. La actividad hipoglucemiante evaluada como indice de inhibicion de o-
amilasa incremento en 39.6% después de la fermentacién (Tabla I).

Tabla |. Actividad antioxidante e hipoglucemiante de frijol comin crudo (FCC) y bioprocesado (FCB) por FES.
Actividad FCC! FCB?
Antioxidante (umoles ET/100 g muestra, bs)
ABTS 1,484 68 5,505%
ORAC 4,766 10,4474
DPPH 3738 928~
Hipoglucemiante
indice de inhibicién a-amilasa 2.558 3.564

Los datos se expresan como el promedio de 3 réplicas. Medias con diferente letra (A8) en el mismo renglén son diferentes
(Duncan, p<0.05). * Frijol comun crudo. ? Frijol comin bioprocesado.

Efecto de la FES sobre el perfil de compuestos fendlicos. La deteccion UV proporciond una vision completa de
los principales compuestos fendlicos presentes en los extractos etandlicos en estudio. La técnica de UPLC-DAD-
MS proporciono informacion estructural de los compuestos presentes. El analisis de espectros MS registradas para
cada pico, junto con datos de MS?, UV y tiempos de retencion llevaron a la identificacion de diversos compuestos
en los extractos analizados. En la Tabla Il se muestran los compuestos identificados en el extracto obtenido a
partir de FCC, mientras que en la Tabla I11 se muestran los compuestos identificados en el extracto del FCB. Se
observan diferencias cualitativas entre el perfil de compuestos fenolicos de ambos extractos (Tabla 11 y I11). En
el extracto de FCC los compuestos identificados fueron derivados de los &cidos aldarico, ferdlico y sinépico, los
cuales presentaron A max. en el espectro UV e iones moleculares correspondientes a estos compuestos; ademas de
dimeros de procianidinas, y flavonoles derivados de isorhamnetina y kaempferol (Tabla I1). Por su parte, el
extracto de FCB presentd cambios importantes con respecto al extracto de FCC, destacando la aparicion de
nuevos compuestos, lo que indica un perfil mas variado tras la FES (Tabla I11).

Tabla 1. Compuestos fendlicos identificados en extractos etandlicos de frijol comun crudo (FCC).

Compuesto A max 16n Molecular | Fragmentacién MS2 (m/z)
(nm) [M-H]+ (m/z)

Aromadendrina 3-O-B-D-glucopirandsido 245,312 | 451 289, 271, 261, 154, 152

Catequina conjugada 245, 325 205, 261

Ac. Ferdlico conjugado 245,325 | 386 209, 191, 147, 173, 129

trans-feruloilaldaricoaldehido 246, 327 | 403 386, 194

Ac. Sinapoilaldarico 245,325 | 415 223,209, 191

Ac. Sinapico-O-hexosido 246,328 | 386 225,210, 192, 181

Derivado de Ac. p-cumarico 245,327 | 417 165, 120, 101

Isorhamnetina-O-acetilhexosido 245,323 | 520 203, 315

Kaempferol-3-O-xiloglucésido 265,350 | 581 465, 449, 287

Kaempferol-O-glucdsido 265,345 | 449 287

kaempferol-3-O-(6*“-malonil)-B-D-glucopiranésido 265, 346 | 535 489, 227, 284

Kaempferol acetil-O-dihexdsido 245,343 | 491 287

Kaempferol 246,365 | 287 271

Procianidina conjugada 280 1085 1085, 865, 577, 289

Procianidina conjugada 282 1069 883, 779
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Tabla I11. Compuestos fendlicos identificados en extractos etandlicos de frijol comin bioprocesado (FCB) por FES.

Compuesto UV max 16n Molecular | Fragmentacion MS2 (m/z)
(nm) [M-H]+ (m/z)

Ac. Sinapico 256 387 226, 210, 138

Ac. Galico 240, 260 171 171,127

Ac. Galico hidratado 240, 260 189 189, 127, 99

Ac. Galico-O-hexosido 235, 255 333 333, 315, 171, 170, 127

Ac. Vanillico 4-O-B-D-glucopirandsido 240, 298 331 169, 124

Ac. Vanillico hexdsido pentosido 463 419, 287, 125

Ac. Cafeoilquinico 1 267, 290 355 255, 192, 181, 136

Ac. Cafeoiluinico 2 280 355 255, 192, 136

Catequina 240, 278 289 247, 223, 205, 153, 125, 111

No identificado 240, 278 217 245

Ac. Ferdlico-O-hexosido 280, 311 357 195, 151

Ac. Dihidroxibenzoico malonil hexésido 230, 280 403 359, 317, 155, 154, 111, 110

Aromadendrina 290, 310 289 261,179, 153, 127

Biocanina A 7-O- B-D-glucopiranésido 250, 327 447 285, 270, 250, 219, 234

Pratenseina 7-O-B-D-glucopiranésido 244, 310 463 315,303, 286, 171, 152, 149,109

Rutina 266, 341 611 303

Kaempferol 3-O-xiloglucésido 264, 350 303 266, 341

Kaempferol-3-O-glucosido 264, 342 581 287, 465

Kaempferol 3-O-malonil glucésido 265, 346 449 287

Kaempferol-O-acetilhexosido 265, 347 535 287

kaempferol 265, 366 491 287

Isémero de metil-isoflavona 258, 300 285 257, 229

El incremento observado en actividad antioxidante evaluada por distintos métodos, asi como el incremento en la
actividad hipoglucemiante evaluada como inhibicion de a-amilasa puede ser atribuido a la modificacién y mejora
en el perfil de compuestos fenolicos observado tras la FES. Estas modificaciones pueden ser el resultado de una
serie de cambios metabélicos que tienen lugar durante la fermentacion de los cotiledones de frijol, principalmente
al incremento de la actividad en las enzimas enddgenas producidas por el hongo Rhizopus oligosporus (Hur y col
2014), como B-glucosidasa, enzima que actla sobre el enlace glucosidico de compuestos fendlicos glucosilados
liberando agliconas, ademas de esterasas como xiloglucanasa y endoglucanasas que podrian facilitar la extraccion
de compuestos ligados a la pared celular en los cotiledones (Miszkiewicz y col 2004).

En conclusidn, se puede decir que la FES es un bioproceso efectivo para incrementar el contenido de compuestos
fendlicos responsables del aumento de la actividad antioxidante e hipoglucemiante en frijol comun.
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