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RESUMEN

El frijol ayocote es una leguminosa con excelente valor nutricional, al otorgar beneficios a la salud
del consumidor, atribuidos a la presencia de compuestos bioactivos como los compuestos
fendlicos. Sin embargo, estos compuestos se encuentran presentes en forma libre o ligada a otros
componentes de pared celular, lo cual dificulta su biodisponibilidad. En el presente estudio se
desarroll6 un proceso de fermentacién en medio solido para evaluar su efecto sobre el contenido
de compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante de frijol ayocote (Phaseolus coccineus L).
Para ello, se evaluaron dos cepas fungicas (Aspergillus awamori y A. niger HT4) y se determino el
tiempo de méxima liberacion de compuestos fendlicos y su actividad antioxidante. Una vez
seleccionada la mejor cepa y tiempo de cultivo, se realizé una segunda fermentacion empleando
un disefio Box-Hunter & Hunter 2% para evaluar el efecto de la humedad, temperatura, [in6culo],
asi como la concentracion de sales en el medio (KH2PO4, NaNO3, MgSO4, KCI) sobre el contenido
de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de los extractos fermentados de ayocote. Las
condiciones que favorecen una mayor liberacion de compuestos fendlicos con actividad
antioxidante fueron: A. niger HT4 (1x10” esp/gms), 30°C, 60 h, humedad del 35% y una
concentracion de sales en el medio de (g/L): KH2PO4 (1.52), NaNOs (3.04), MgSO4 (3.04) y KCI
(3.04). Bajo estas condiciones, es posible obtener hasta 8.91 mgEC/gms y una actividad
antioxidante de 1.93 mgET/gms y 6.76 mgFe*?, lo cual significa un incremento de 7.6 veces el
contenido de fenoles condensados, principales compuestos presentes en el ayocote, y hasta 2.85
veces la capacidad antioxidante. La estrategia biotecnoldgica desarrollada permite incrementar el
contenido de compuestos fenolicos presentes en frijol ayocote, potenciando las propiedades

funcionales y los beneficios a la salud que se atribuyen a dichos compuestos.
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Capitulo |
INTRODUCCION

El frijol ayocote (Phaseolus coccineus) es una leguminosa nativa de México con un gran potencial
como alimento para la poblacién, debido a los beneficios que otorga a la salud de quien lo consume,
derivado del contenido de compuestos bioactivos, los cuales son utilizados para el control de
enfermedades crénicas degenerativas (Rojas-Victoria et al. 2017). Dentro de los compuestos
bioactivos presentes en el ayocote se encuentran acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas,
compuestos a los que se les atribuyen propiedades antioxidantes y antimutagénicas. EI mayor
contenido de compuestos bioactivos en ayocote se reporta en la cubierta de la semilla y sus
cotiledones, siendo mayor en la semilla, con valores de hasta 1123-1940 mg de GAE/kg (Alvarado-
Lopez et al. 2019).

La fermentacion en medio sélido (FMS) implica la biotransformacion de un sustrato, el cual,
mediante accién microbiana, da origen a cambios en la apariencia, olor, color, sabor, composicion
nutrimental y caracteristicas funcionales (Adebo-Ayodeji et al. 2020). Se ha demostrado que la
FMS incrementa el contenido de compuestos fendlicos con caracter funcional (Chen et al. 2021,
Leite et al. 2019). (Guzman-Uriarte et al. 2019) reportaron la bioconversién en estado sélido como
una estrategia efectiva para mejorar el contenido de fenoles totales de frijol comdn (Phaseolus
vulgaris L.) e incrementar la funcionalidad al mejorar la actividad antioxidante y el potencial
antihipertensivo. En el caso del frijol ayocote, no se ha reportado su uso como sustrato en procesos
de fermentacion para incrementar su potencial funcional al mejorar su contenido de compuestos
fendlicos con capacidad antioxidante. Por ello, en el presente proyecto se propone una alternativa

biotecnologica para potenciar las propiedades funcionales del frijol ayocote.



1.1.Justificacion

El frijol ayocote es una fuente importante de compuestos fendlicos. Sin embargo, muchos de ellos
se encuentran ligados mediante enlaces covalentes a componentes de pared celular (celulosa,
hemicelulosa, lignina, pectina y proteinas) lo cual dificulta su biodisponibilidad. Para mejorar la
biodisponibilidad, se requiere una hidrolisis quimica o enzimatica que permita liberar estos
compuestos. En este sentido, la fermentacion en medio s6lido (FMS) representa una alternativa
biotecnoldgica, en la cual se involucra el uso de microorganismos o enzimas producidas por los
microrganismos, para favorecer la liberacion de estos compuestos y a la vez mejorar el contenido
nutrimental y funcional. Durante la FMS ocurren una serie de biotransformaciones que provocan
la degradacion del material vegetal, la liberacion de los compuestos fendlicos y, en consecuencia,
una mejora en la capacidad antioxidante. Aunado a ello, el método propuesto es economico y

amigable con el medio ambiente.
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1.2. Hipotesis

El desarrollo de un proceso de FMS mejorard el potencial funcional al incrementar el contenido de
compuestos antioxidantes en frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.).

1.3.0bjetivos

1.3.1. General

Evaluar el efecto de la fermentacion en medio solido sobre el potencial funcional de frijol Ayocote
(Phaseolus coccineus L).

1.3.2. Objetivos especificos
e Obtener y caracterizar fisicoquimicamente el frijol Ayocote.
e Evaluar el efecto de la cepa fungica y tiempo de fermentacion sobre la extraccion y
recuperacion de compuestos fenolicos y su capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y
FRAP).

e Explorar las condiciones de fermentacion de frijol Ayocote y su efecto sobre el contenido

de compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante.
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Capitulo 11
REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades del Ayocote

El frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.), conocido como patol, frijolon, pak y cimarrén, es una
leguminosa nativa de México con gran potencial de uso y aprovechamiento con fines alimenticios
para la poblacién humana mediante el uso de su follaje, flores, vainas y semillas (Ayala-Garay et
al. 2006). El ayocote se cultiva en regiones templadas himedas o templadas semiaridas entre los
1300 y 2650 metros de altitud, en los estados de Aguascalientes, Chiapas, Guanajuato, Hidalgo,
Estado de México, Michoacéan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala, Veracruz y San Luis Potosi
(Lopez-Baez et al. 2018). En Espafia, Reino Unido y Holanda, su consumo ha sustituido al frijol
comun Phaseolus vulgaris y es consumido principalmente como grano seco Y judias verdes en el

sur de Italia.
Su clasificacion taxonomica es la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Phaseolus

Especie: Phaseolus coccineus

La fraccion comestible corresponde a la semilla, que de acuerdo a (Rosales-Vicelis et al. 2019) es
exalbuminosa, por lo tanto, sus reservas nutritivas se encuentran en sus cotiledones, que presentan

diferentes formas (cilindricas, de rifion y esféricas).
Sus principales partes externas son (Fig. 1):
e Latestao cubierta.

e El hilum, el cual conecta la semilla con la placenta.
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e Elmicropilo que es una abertura en la cubierta de la semilla cerca del hilum. Por la abertura
en la cubierta se realiza principalmente la absorcion de agua.

e El rafe proveniente de soldadura del funiculo con los tegumentos extremos del ovulo
campilotropo.

Testa

Rafe

Hilum

| Micropilo |

Figura 1. Rosales, E. (2019). Composicion externa de la semilla (Phaseolus coccineus L).
(Figura) Recuperado de https://repositorioinstitucional.buap.mx/handle/20.500.12371/9975.

El interior de la semilla esta conformado por un embrion, el cual esta formado por la plumula, dos
hojas primarias, el hipocétilo, los dos dicotiledéneas y la radicula. Tiene una gran variacion de

colores, los mas frecuentes son el negro, el crema y blanco (Rosales-Vicelis et al. 2019).

2.1.1. Produccion

De acuerdo a datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO por su sigla en inglés) en 2019, México fue el noveno productor mundial de
frijol con un total de 879,404 toneladas. Esto representa alrededor del 3% de la produccion mundial.
En términos del valor de la produccién primaria, y de acuerdo a las cifras de cierre de produccion
pecuaria de 2019 del SIAP, este grano ocupa la posicién nimero 20, considerando cultivos ciclicos
y perennes. En términos de valor de campo, 2019 fue el séptimo afio mas importante con poco mas

de 13 mil millones de pesos, lo que equivale al 3.7% del valor total de la produccion agricola de
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cultivos anuales y el 81.5% por ciento dentro de las legumbres secas. EI 85% se siembra en el ciclo
Primavera-verano. Se registra que el 99% de los productores que tienen menos de 20 ha, aportan
el 91% de la produccion y siembran el 91% de la superficie dedicada a esta semilla. Cabe
mencionar que, en México, el frijol representa el 36% de la ingesta diaria de proteinas de la
poblacion, con consumo promedio de 7.7 kg (SMATTCOM, 2021).

2.1.2. Importancia econémica

Si bien no existe una estadistica para el frijol ayocote, durante el 2020 se observo una tendencia
volatil respecto a las cotizaciones al mayoreo del frijol en general, debido a una menor produccion
nacional de la leguminosa. Durante la mitad del afio anterior, los precios del frijol aumentaron
considerablemente, debido a un incremento en la demanda interna y una significativa depreciacion
de la moneda nacional en medio de la pandemia del Covid-19. No obstante, para el cierre del 2020,
las cotizaciones empezaron a bajar. Se estima que, para este afio, los precios presenten una
tendencia al alza, debido a que hubo una baja en la produccion del ciclo primavera-verano anterior,

lo que provoco la disminucion en los inventarios (SMATTCOM, 2021).

2.1.3. Composicion quimica

El ayocote se emplea como alimento, no solo por su bajo costo, sino por su aporte a la nutricion
humana, asi como los beneficios a la salud que brinda debido a la presencia de compuestos
nutracéuticos, empleados para el control de enfermedades cronico-degenerativas (Teniente-
Martinez et al. 2019). El ayocote es una fuente importante de proteinas, carbohidratos, fibra y
minerales (Alvarado-Lopez et al. 2019). La composicidn quimica de Phaseolus coccineus depende
de la variedad y las condiciones de cultivo. Segun (Lopez-Martinez et al. 2020), el frijol ayocote
estd compuesto por 4.11 % Cenizas, 18.9 % proteina, 1.62 % lipidos, 67.7 % carbohidratos y 6.74

% de fibra cruda.

2.1.4. Compuestos con actividad biologica

Ademas de ser una fuente importante de carbohidratos y proteinas, el ayocote es fuente de
compuestos con caracteristicas nutracéuticas que aportan una serie de beneficios a la salud, como
promover la reduccién en el contenido de colesterol en sangre, disminucion de enfermedades
cardiovasculares, obesidad, diabetes, enfermedades de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, estrés
ansiedad, depresion, enfermedades de tracto digestivo y prevencion de cientos tipo de cancer.

(Capistran-Carabarin et al. 2019) encontraron diferencias respecto al contenido de polifenoles,
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flavonoides y antocianinas, asi como la actividad antioxidante de P. coccineus y P. vulgaris, como
también en su actividad antioxidante en la cubierta de la semilla y los cotiledones. Existe un mayor
contenido de antocianinas en la cubierta de la semilla y un mayor contenido de flavonoides en los
cotiledones de P. coccineus. En sus reportes mostré un contenido de fenoles totales de 126.5 mg
C3G/gps con una actividad antioxidante de 1261.0 umol ET/gps y un contenido de flavonoides de
22.7 mgEC/gps en la cubierta de la semilla. Por otro lado, en los cotiledones un contenido de
fenoles totales de 2.16 mg C3G/gps con una actividad antioxidante de 9.08 umol ET/gps y un
contenido de flavonoides de 0.32 mgEC/gps. Se ha reportado la presencia de compuestos fenélicos
como, cianidin-3-glucosido, delfinidin-3-glucosido, cianidina, metildelfinidina y metilcianidina
son méas comunes en P. coccineus lo cual su presencia es mayor comparado con otras especies de
Phaseolus como lo es el caso de Phaseolus vulgaris. La coloracion de la semilla del frijol ayocote
se debe a la presencia de flavonoides como glicosidos de flavonol, antocianinas y proantocianidinas
(Lopez-Martinez et al. 2020).

2.1.5. Propiedades no nutricionales

El frijol es rico en compuestos antinutricionales, como pueden ser inhibidores de proteasas,
inhibidores de amilasas, lectinas, anti-vitaminas, saponinas, taninos y acido fitico (Elizalde et al.
2009). Se ha descrito que las lectinas son proteinas que promueven el crecimiento del pancreas en
ratas, ocasionando Ulceras y necrosis a nivel intestino. Los taninos forman complejos con las
proteinas, el almidén y enzimas digestivas, reduciendo el valor nutritivo y la digestibilidad de las
proteinas, ademas de limitar la biodisponibilidad de minerales (Fe y Zn). Por otra parte, el acido
fitico afecta la asimilacion de Zn (Luo et al. 2012). Lopez-Martinez et al. (2020) reportaron la
presencia de soyasaponina ag y soyasaponina g en Phaseolus coccineus, inhibidores de tripsina
que actan como un mecanismo de defensa contra algunos microbios e insectos invasores, pero su

presencia reduce la digestibilidad de las proteinas de las legumbres.

2.2. Fermentacion en Medio Sélido (FMS)

La FMS se define como el crecimiento de microorganismos en una matriz sélida (soporte inerte o
soporte/sustrato, en el cual existe la humedad suficiente para mantener el crecimiento y el
metabolismo microbiano, sin presencia de agua libre en movimiento (Pandey et al. 2003). Durante
el proceso de FMS ocurre una serie de biotransformaciones derivadas de la actividad metabdlica y

sintesis de enzimas, que originan cambios fisicoquimicos en el material fermentado, mejorando la
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biodisponibilidad y calidad de los nutrientes presentes en el alimento (Adebo-Ayodeji et al. 2020;
Torres-Leon et al. 2021).

2.2.1. Factores que influyen en el proceso de FMS

Existen diferentes factores que influyen en el proceso de FMS, y el rendimiento de producto
dependeré significativamente de una optimizacion adecuada, incluyendo la seleccion adecuada de
los microorganismos y el sustrato o composicion de la matriz sélida, la correcta seleccion de
humedad, la temperatura, asi como la seleccion eficaz de técnicas de extraccion y purificacion

(Leonard et al. 2021; Yepes-Betancur et al. 2021).

2.2.2. Ventajas y desventajas de la FMS

Algunas ventajas que nos ofrece FMS, es la mayor productividad de fermentacion, mayor
concentracion de producto final, mayor estabilidad del producto, menos represion catabdlica,
cultivo de microorganismos especializados para los sustratos insolubles en agua, como también
que se lleva en pequefios voliumenes de sustrato (menos costo operativo), medios y sustratos en
bajo costo, bajo costo de energia, bajo contenido de humedad del sustrato evitando la
contaminacién (Cano y Postigo et al. 2021). Dentro de las desventajas se encuentra la necesidad
de mejorar aspectos relacionados a fendmenos de transferencia de masa, aireacion, agitacion y
méaxima conversion de sustrato en producto, de manera que el proceso sea mas eficiente (Srivastava
et al. 2019).

2.2.3. Hongos filamentosos

Los microorganismos mas empleados en FMS son hongos, levaduras y bacterias, siendo los hongos
el microorganismo ideal debido a su habilidad para desarrollarse rapidamente en sustratos con
niveles de humedad bajos, y producir una amplia variedad de enzimas que permiten obtener
diversos compuestos de interés. Dentro de los hongos mas empleados, destacan los géneros

Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Rhizopus, entre otros (Herrera-Beltran et al. 2021).

2.2.4. Sustratos

Los residuos agricolas y forestales son el sustrato mas utilizado para realizar una FMS, debido a
su gran abundancia y uso no especifico, que representan una alta fuente de contaminacion. Algunos
ejemplos de residuos agricolas empleados son el bagazo de la cafia de azlcar y la yuca, asi como

los residuos de algunos cereales, como el trigo, el arroz y la avena. También se ha utilizado la
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cascara de numerosos frutos, pulpa de café y otros residuos de diferentes plantas (Soccol et al.
2017). Todos estos sustratos tienen un alto contenido de moléculas como celulosa, hemicelulosa,
almidon, lignina, pectinas, entre otras, que son aprovechados por los microorganismos para su
crecimiento. Si bien estos materiales contienen las fuentes minimas necesarias, en algunos casos
es necesario adicionar algunos macro y micronutrientes (P, S, Ca, Mg, Fe, Zn, Co, I) para un mejor
crecimiento (Soccol et al. 2017). La composicién de estos materiales permite que sean empleados
como fuente de nutrientes para la obtencion de una amplia gama de productos de interés como

enzimas, células microbianas y otros metabolitos (Garro et al. 2021; Moran-Aguilar et al. 2021).

2.2.5. Aplicaciones de la FMS

La FMS ha sido objeto de estudio para la produccion de diversos metabolitos de interés industrial
como azucares, antibioticos, biocombustibles (bioetanol, biodiesel, biometanol, biobutanol,
biohidrogeno), biosurfactantes, enzimas, lipidos, aromas y sabores para la industria alimentaria,
asi como en la produccion/extraccion de compuestos bioactivos o para la produccion de agentes de
control biologico (Lizardi-Jiménez et al. 2017; Torres-Leon et al. 2021). En el caso particular del
hongo Aspergillus niger, se ha reportado que su uso mejora el contenido nutricional de los
alimentos, particularmente en cuanto al contenido de proteina (Aguilar-Navarro et al. 2014;
Herrera-Beltran et al. 2021).
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Capitulo 111
MATERIALES Y METODOS

3.1. Etapa 1. Obtencion y caracterizacion fisicoquimica del frijol ayocote para ser utilizado como

soporte en la fermentacién en medio sélido.

El ayocote (Phaseolus coccineus L.) fue adquirido en un mercado local de Zacatlan de las
Manzanas, Puebla; y trasladado al laboratorio de Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. Unidad Delicias, Chihuahua. Se someti6 a un
proceso de molienda y tamizado hasta obtener un tamafio de particula de 1 mm?. Este material fue
empleado para determinar el punto critico de humedad y el indice de absorcion de agua. Otra

fraccion de ayocote de menor tamafio (<1 mm) se utilizé para los analisis fisicoquimicos.
3.1.1. Caracterizacion fisicoquimica del material vegetal
3.1.1.1. indice de absorcion de agua

Para determinar el indice de absorcion de agua (IAA) se pesaron 1.5 g de muestra dentro de un
tubo de centrifuga de 50 mL (previamente tarado), y se afiadieron 15 mL de agua destilada. Esta
mezcla se agito durante 1 min (vortex) y posteriormente se centrifugo (3000 rpm; 10 min; 25 °C).
Después de ello, se desecho el sobrenadante y se registro el peso del precipitado, calculando el
IAA a partir del peso del gel restante, y se expresé como g de gel/g de material (Buenrostro-
Figueroa et al. 2014).

3.1.1.2. Punto critico de humedad

El punto critico de humedad (PCH) se estimé agregando 1 g de muestra en una termobalanza
(OHAUS MB120) a 120 °C durante 60 min. El valor de PCH se obtuvo después de estimar la tasa
de secado durante la cinética de deshidratacion del material. Posteriormente, dichas velocidades se
relacionaron con la cantidad de agua eliminada respecto al tiempo (Buenrostro-Figueroa et al.
2014).
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3.1.1.3. Analisis Proximal
La caracterizacion del frijol ayocote consistio en determinar el contenido de humedad, cenizas,
grasa, fibra cruda, carbohidratos y proteina. Todos los analisis se realizaron por triplicado,

reportando el promedio + la desviacion estandar.

3.1.1.3.1. Humedad
Para conocer la humedad del material se pesaron 2 g de muestra y se colocaron dentro de una
termobalanza (OHAUS MB90) a 120 °C hasta obtener un peso constante (AOAC, 1980). Se

registro la pérdida de peso y se reporté como la humedad de la misma.

3.1.1.3.2. Proteina

El contenido de proteina se determino de acuerdo a la metodologia de (AOAC, 1980). Para ello, se
pesod 1 g de muestra (previamente molida) y se colocd en un matraz Kjeldhal y se agreg6 una
cucharada de Selenio, se afiadieron seis perlas de vidrio. Posteriormente se adicionaron 30 mL de
H2S04 concentrado, se colocd el matraz en el digestor Kjeldhal. La mezcla se mantuvo en reaccion
hasta observar un cambio de color café oscuro a verde claro, se agregaron 30 mL de agua destilada.
En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se mezclaron 50 mL de H3BO3 &cido bdrico y 6 gotas de
indicador mixto, se colocé la manguera del destilador Kjeldhal dentro del matraz. Se adicionaron
110 mL de NaOH al 45% y una cucharada de Zn, se mezclaron y se conectd al aparato de
destilacion, calentando hasta obtener 300 mL. Se corrié un blanco (H2SO.) en lugar de la muestra,
para emplearlo en el calculo de los resultados. Se procedio a titular ambas muestras, y el contenido

de proteina se expresé en porcentaje, de acuerdo a la siguiente formula:

(mL de acido) (N de acido ) — (mL blanco)(N blanco) * 0.014
%N = * 100
gramos de muestra

% Proteina Cruda = %N X 6.25

3.1.1.3.3. Extracto etéreo (Grasa)
En esta técnica, la grasa presente en la muestra se extrae con hexano y se reporta el porcentaje

del peso después de eliminar el solvente (AOAC, 1980). Para ello, se pesaron sobre un papel
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filtro 3 g de muestra molida y se colocaron dentro de un dedal de asbesto. Se agregaron 250 mL
de hexano en un matraz bola de fondo plano, previamente tarado. El dedal se introdujo en la
unidad de extraccion (sifon Soxhlet) y se conectd al extractor el matraz bolo, calentando a
ebullicion durante 6 h. Pasado el tiempo de extraccion, se retird el dedal para recuperar el
sobrenadante. Finalmente, se coloco el matraz en una estufa a 80 °C durante 12 h para eliminar
completamente el hexano. Después de ello, el matraz se retird de la estufa para enfriarlo y
registrar su peso. La formula para determinar el extracto libre de nitrégeno fue la siguiente.

peso de matraz+grasa—peso de matraz vacio*loo

%Extracto Etereo = Jramos de muestra

3.1.1.3.4. Cenizas

Este componente se obtiene después de incinerar la muestra hasta lograr una combustion completa
de la materia organica, misma que se lleva a peso constante (AOAC, 1980). Para ello, se pesaron
crisoles y se les colocd 1 g de muestra, calentando suavemente la muestra con un mechero hasta
carbonizar. Posteriormente se colocaron los crisoles dentro de la mufla a 500 °C durante 24 h.
Después de ello, los crisoles se colocaron en un desecador por 30 min para enfriarlos, antes de

registrar su peso y obtener el contenido de cenizas a partir de la siguiente ecuacion:

. Peso del crisol + ceniza — Peso de crisol vacio
% Ceniza = * 100
gramos de muestra

3.1.1.3.5. Fibra Cruda

En este método se cuantifican las substancias resistentes a la digestion acida y alcalina de la
muestra. Para ello se pesaron 2 g de muestra seca y desengrasada, posteriormente fue colocada en
un vaso de Berzelius de 600 mL. Se agregaron 100 mL de solucion sulfarico 0.255 N, fue sometido
a calentar hasta encontrar el punto de ebullicién, tomando tiempo de 30 min una vez que comience
a hervir y bajar temperatura. Después de ello, se hizo el filtrado a través de la tela de lino con ayuda
de un embudo de filtracion, lo cual se hicieron lavados con agua destilada caliente para eliminar el
acido. Posteriormente se hizo el mismo proceso, pero para la digestion alcalina lo cual para esto se
hizo uso de la solucion de NaOH al 0.313 N. Para finalizar se meti6 a un proceso de secado donde
se transfirio la muestra a un crisol previamente pesado a peso constante, dejandose en la estufa

durante 12 h, pasando el tiempo se dejé enfriar en el desecador y fue pesado a peso constante para
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después pasar a un proceso de calcinacion donde se coloco el crisol dentro de la mufla y calcinar a
600 °C por 2 h, pasando el tiempo se dejé enfriar por 1 h en un desecador para después pesar a
peso constante y obtener el contenido de fibra cruda a partir de la siguiente ecuacion:

) peso del crisol + muestra seca — peso del crisol + cenizas
%Fibra = * 100
gramos de muestra desengrasada

3.1.1.3.6. Carbohidratos
El contenido de carbohidratos se obtuvo por diferencia, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% Carbohidratos = 100 — (% cenizas + % extracto etéreo + % proteina cruda + % fibra cruda)

3.2. ETAPA 2. Efecto de la cepa y tiempo de fermentacion sobre la extraccion y recuperacion de
compuestos fendlicos a partir de ayocote y su capacidad antioxidante.

3.2.1. Microorganismos

Se emplearon dos cepas fungicas, codificadas como Aspergillus awamori y A. niger HT4,
proporcionadas por el DIA-FCQ-UAdeC. Las cepas fungicas se mantuvieron -20 °C en una mezcla
de glicerol-leche descremada. Las esporas se reactivaron en agar papa dextrosa (PDA-Bioxon®) e
incubadas a 30 °C durante 5 dias. Ya reactivadas, se inocularon en matraces Erlenmeyer (250 mL)
con 30 mL de PDA y se incubaron a 30 °C durante 5 dias. Las esporas se colectaron con una
solucion esteril de Tween-80 al 0.01 % (v/v), se agitd suavemente y se realizd el conteo en una

camara de Neubauer.

3.2.2. Fermentacion en medio solido (FMS)

El proceso de FMS se llevd a cabo empleando el frijol ayocote como soporte y fuente de nutrientes,
impregnado con el medio mineral Czapek-Dox. La composicion del medio fue (g/L): 1.52 KClI,
1.52 MgSO0s, 7.65 NaNO3, 3.04 KoHPO4. El ayocote (190 g) se mezcld con el medio previamente
inoculado con 1x10° esp/g de cada hongo hasta alcanzar una humedad inicial de 45 %. Se colocaron
13 g de la mezcla en reactores de columna (31.5 x 180 mm). La fermentacion se llevé a cabo a 30
°C durante 72 h, tomando muestra cada 12 h. Para obtener los extractos fermentados se agregaron
12 mL de alcohol al 50 %, se agitd y se prensé el material. Los extractos obtenidos se almacenaron

en viales de 2 mL y se almacenaron a -18 °C hasta su uso para determinar el contenido de fenoles
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hidrolizables (FH), condensados (FT), y totales (FT), asi como la capacidad antioxidante (DPPH,
ABTS, FRAP).

3.2.3. Andlisis quimico

3.2.3.1. Fenoles Hidrolizables

Finalmente se utiliz6 el concentrado, para ello se colocaron 20 pL de muestra afiadiendo 20 pL de
reactivo Folin-Ciocalteu dejando reposar durante 5 min, posteriormente se afiadié 20 pL de
carbonato de sodio, se dejé en reposo de 5 min. Finalmente se agreg6 125 uL de agua destilada se
registrd la absorbancia a 790 nm en un lector de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific).
El ensayo se hizo por triplicado y los resultados se expresaron como mg equivalentes acido galico
por mg de ayocote (MgEAG/mg) empleando una curva de calibracién con acido galico a 0.2 mg/mL
(y=3.594x+0.0128; Rz = 0.9914) (Anexo 1).

3.2.3.2. Fenoles Condensados

Los fenoles condensados (FC) presentes en los extractos se determinaron empleando el reactivo
HC-I: Butanol (1:9) (Swan y Hillis, 1959). Para ello, se colocaron 250 pL de muestra en un tubo
de ensaye, y se mezclaron con 1500 pL de HCI-Butanol. Se afiadieron 50 pL de reactivo férrico
(Fe 55.845g/mol; O 63.997g/mol; S 32.065g/mol). Los tubos se taparon y se llevaron a ebullicion
durante 40 min. Despues de este tiempo, las muestras se atemperaron a 25 °C. Finalmente, se
colocaron 200 pL de cada muestra en los pozos de la microplaca, y se registré su absorbancia a
460 nm en un lector de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific). El ensayo se hizo por
triplicado y los resultados se expresaron como mg de equivalentes de catequina por mg de Ayocote
(mgEC/mg) empleando una curva de calibracion con catequina de 0.2 a 1 mg/mL (y=0.6491x-
0.0097; R?=0.9895) (Anexo 2).

3.2.3.3. Fenoles totales (FT)

Se obtuvo de la suma del contenido de fenoles condensados e hidrolizables.

3.2.3.4. Capacidad antioxidante

DPPH

La determinacién de la capacidad de la muestra para eliminar los radicales libres se realiz6 de
acuerdo a lo reportado por (Meléndez et al. 2014) empleando una solucién de radical DPPH" (2,2-
difenil-1-picrilhidracilo, Sigma-Aldrich®, México) a 60 uM (2.365 mg en 100 mL de etanol
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absoluto). Se mezclaron 7 pLL de muestra (extracto de Ayocote) con 193 pL de solucion DPPH. Se
prepard un control (DPPH-Etanol) y un blanco (Etanol). La mezcla se dejé reaccionar en la
oscuridad por 30 min y se registrd la absorbancia a 517 nm en un lector de microplacas (Multiskan
GO, Thermo Scientific). El ensayo se hizo por triplicado y los resultados se expresaron como mg
de equivalentes Trolox por mg de Ayocote (mgET/mg) empleando una curva de calibracion con
Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico; Sigma-Aldrich®, México) de
0.2 a 1 mg/mL (y=1.9686x-0.0029' R?=0.9965) (Anexo 3).

ABTS

El ensayo ABTS se basa en cuantificar la decoloracion del radical ABTS", inducida por la
reduccion a ABTS en presencia de antioxidantes (Re et al. 1999). El radical cation ABTS" se genera
mediante la oxidacion del ABTS (2,2’azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico) con persulfato
de potasio, dando lugar a un cromoforo verde que absorbe a 734 nm. Por lo tanto, el grado de
decoloracion del radical ABTS™ es proporcional a la concentracion de antioxidantes en la muestra.
Para preparar el radical cation ABTS") se mezclé una soluciéon de ABTS 7 uM (0.3602 g en 100
mL agua) con persulfato de potasio (2.45 uM, 0.0662 g en 100 mL agua), y se mantuvo durante
12-16 h a temperatura ambiente y en oscuridad. La solucion catiéon ABTS se diluyé con etanol
hasta ajustar la absorbancia a 0.7+0.02 nm. Para el ensayo, se colocaron 10 puL de muestra 'y 190
pL de la solucion de ABTS™; después de 1 min de reaccion en reposo, se registro la absorbancia a
734 nm en un lector de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific). Se emple6 un control
(ABTS™) y un blanco (etanol). El ensayo se hizo por triplicado y los resultados se expresaron como
mg de equivalentes Trolox por mg de Ayocote (MgET/mg) empleando una curva de calibracion
con Trélox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico; Sigma-Aldrich®, México)
de 0.2 a1 mg/mL (y=2.4243x+0.0022; R?=0.9902) (Anexo 4).

FRAP

El ensayo de FRAP para determinar la capacidad antioxidante de una muestra se basa en la
reduccion del hierro presente en el reactivo FRAP de Fe*® a Fe*?, por presencia de antioxidantes.
El reactivo FRAP posee una coloracion azul, de intensidad proporcional a la capacidad de
reduccién de la muestra, misma que se puede detectar a 593 nm con base a un patron de sulfato

ferroso. El ensayo se hizo acorde a lo reportado por (Alvarez-Parrilla et al. 2005).
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Para preparar el reactivo se utilizaron 35 mL de buffer de acetatos (acido acético-acetato de sodio)
a 0.3 M (pH 3.6), 3.5 mL de solucion TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (Sigma-aldrich®,
México) al 10 mM en éacido clorhidrico 40 mM y FeCls.6H20 20 mM. Se mezclaron cada uno de
los reactivos utilizando las proporciones de 10:1:1, y se incubaron a 39 °C por 30 min. Para el
ensayo, se mezclaron 6 puL de muestra con 18 pL de agua destilada (1:3 v/v), y posteriormente se
agregaron 180 pL de reactivo FRAP. La mezcla se agit6 y se incubd a 37 °C por 60 min. Finalizado
el tiempo de reaccion, se determind la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas
(Multiskan GO, Thermo Scientific), empleando como blanco etanol al 50 %. El ensayo se hizo por
triplicado y los resultados se expresaron como mg de equivalentes Fe*? por mg de Ayocote
(mgFe*?/mg) empleando una curva de calibracion con Fe,SO4 (Sulfato ferroso, Sigma-Aldrich®,
México) de 0.1 a 1 mg/mL en metanol al 80 % (y=1.4038x-0.0244; R?=0.9977) (Anexo 5).

3.2.3.5. Analisis de resultados

Para realizar el estudio se plante6 un Disefio Completamente al Azar con arreglo factorial 2x6 para
evaluar el efecto de la cepa empleada sobre el contenido de FT (FC y FH) y la capacidad
antioxidante de los extractos fermentados de Ayocote. Los factores fueron A: la cepa fungica dos
niveles (1. Aspergillus awamori y 2. A. niger HT4) y B: tiempo con seis niveles (0, 12, 24, 36, 48,
60 y 72 h). Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, empleando el software SAS
9.0. Se establecié una p<0.05 como valor critico para determinar diferencias entre tratamientos.
Cuando fue necesario, se realiz6 una prueba de comparacion de medias usando el procedimiento
de rangos de Tukey (P<0.05).

3.3. ETAPA 3. Efecto de las condiciones de fermentaciéon sobre el contenido nutrimental,

compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de extractos de frijol Ayocote.

3.3.1. Fermentacion en medio solido (FMS)

Para evaluar las condiciones del proceso de FMS, se realiz6 una fermentacion empleando el hongo
A. niger HT4 a un tiempo de 60 h, parametros seleccionados en la etapa anterior. El proceso se
realizd en reactores de columna (31.5mm x 180 mm) empleando ayocote como sustrato, a las
diferentes condiciones de proceso que se muestran en el cuadro 1. Al final de la fermentacion, se

procedio a obtener los extractos, tal como se reporta en la seccion 3.2.2. Los extractos obtenidos
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se emplearon para determinar el contenido de fenoles totales (hidrolizables + condensados) y la
capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP), tal como se report6 en la seccion 3.2.3.

Cuadro 1. Matriz experimental Box-Hunter & Hunter (BHH) 2 con tres puntos centrales para
determinar el efecto de la concentracion de in6culo, temperatura, humedad y concentracion de
sales (KH2PO4, NaNOs, MgSO4 y KCI) sobre el contenido de FT y la capacidad antioxidante de
ayocote fermentado por A. niger HT4.

Tratamiento A B C D E F G

1 -1 -1 -1 1 1 -1

2 1 -1 -1-1-11 1

3 11 -1 -1 1 -1 1

4 11 -1 1 -1 -1 -1

5 -1 -1 1 1 -1 -1 1

6 1 -1 1 -1 1 -1 -1

7 11 1 -1 1 -1 -1

8 11 1 1 1 1 1

9 0O 0 00O 0O 0 O

10 0 0 00O 0O 0 O

11 0O 0 00O 0O 0 O

Cddigo Factor Nivel bajo (-1) Nivel medio (0) Nivel alto (1)

A Inoculo (esp/gms) 1x10° 5.5x10° 1x10’
B Temperatura (°C) 30 35 40
C Humedad (%) 35 40 45
D KHPO, 1.52 2.28 3.04
E NaNO3 3.04 4.56 7.65
F MgSO. 1.52 2.28 3.04
G KCI 1.52 2.28 3.04

3.3.2. Andlisis de resultados
En la primera etapa se realizd un disefio completamente al azar para determinar el efecto de la cepa
y el tiempo de fermentacion sobre el contenido de FT y capacidad antioxidante de extractos de

ayocote fermentado. En la segunda fermentacion, se plante6 un disefio factorial 2% Box-Hunter &
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Hunter con tres puntos centrales (Cuadro 1) empleando el software Statistica 7.0 (Stat Soft,
TULSA, Ok, usa) para evaluar el efecto de la [in6culo], temperatura, humedad y [sales] (KH2POs,
NaNOs, MgSO4 y KCI) sobre las variables de respuesta [FT (FH+FC), capacidad antioxidante
(DPPH, ABTS y FRAP)]. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se expresan como
el promedio (n=3) + su desviacidn estandar. Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) y, cuando fue necesario, se realizd una prueba de comparacion de medias
para establecer diferencia entre tratamientos (Tukey). Los valores de p<0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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Capitulo IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ETAPA 1. Obtencién y caracterizacion fisicoquimica del frijol ayocote para ser utilizado

como soporte en la fermentacion en medio solido.

El analisis quimico proximal comprende las determinaciones que se realizan mas frecuentes para
conocer la composicién de los macro componentes presentes en un alimento e incluye la
determinacion de humedad, cenizas, extracto etéreo (grasa cruda), proteina total, fibra dietética y
carbohidratos asimilables (Vazquez et al. 2020). En las figuras 2, 3 y 4 se muestran algunos de los
analisis realizados al frijol ayocote.

Figura 2. Determinacion de cenizas en el ayocote.
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Figura 4. Determinacion de fibra cruda en el ayocote.
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Con base en los resultados obtenidos, el frijol ayocote presentd la siguiente composicion (%):
cenizas 7.49, proteina 11.97, lipidos 2.08, carbohidratos 74.52, fibra 4.10 y humedad 6.29. Estos
valores se encuentran dentro del rango reportado por diversos autores (LOopez-Martinez et al. 2020;
Alvarado-Salas et al. 2009; Alvarado-Lépez et al. 2019), con los siguientes valores (%): cenizas
2-5, proteina 15-22, lipidos 1-3%, fibra cruda 5-7%, carbohidratos 47-70 y humedad de 6-8%.
Ligeras diferencias en el analisis proximal pueden ser debido a la variedad de frijol, ya que
involucra otros factores como el genotipo, las practicas agrondmicas, la madurez en la cosecha, las
condiciones de almacenamiento y finalmente el método de extraccion. Asimismo, el frijol ayocote
presentd valores de IAA y PCH de 3.42 g.gel/gm y 7.0 % respectivamente, aptos para ser empleado
como soporte en procesos de FMS. Segun (Pastrana et al. 2009) son puntos muy importantes en el

crecimiento microbiano donde los rangos van de 3 a 7.5 %.

4.2. ETAPA 2. Evaluacion del efecto de la cepa y tiempo de fermentacion sobre la extraccion y

recuperacion de compuestos fendlicos a partir de ayocote y su capacidad antioxidante.

En esta etapa se estudio el efecto de la cepa y el tiempo de cultivo sobre la liberacion de compuestos
fendlicos por FMS a partir del frijol ayocote. Se emplearon dos cepas fungicas, A. awamori y A.
niger HT4, realizando una fermentacion por 72 h, y los resultados obtenidos se muestran en las
figuras 5, 6, 7y 8, asi como los cuadros 2y 3.

Si bien el contenido de FH es muy bajo en el frijol ayocote, durante la FMS se presentd un
comportamiento similar para ambas cepas fangicas, donde se aprecia liberacion y consumo de los
compuestos, con los valores mas altos a las 12 y 24 h de cultivo, siendo ligeramente superiores al
emplear la cepa A. niger HT4 (Fig. 5a). Respecto a los FC, se observo que la mayor liberacion de
estos ocurre a las 60 h con la cepa A. niger HT4, con un valor de hasta 3.6 veces superior al
reportado con A. awamori al mismo tiempo de cultivo (Fig. 5b). Este comportamiento se repite en
el contenido de FT (Fig. 6), con un valor maximo a las 60 h con A. niger HT4. Esta similitud se
debe a que la mayor parte de compuestos fenolicos presentes en el frijol ayocote son FC, y los FT

representan la suma de FH y FC.
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Figura 6. Efecto del tiempo de cultivo sobre el contenido de FT en frijol ayocote fermentado por

A. awamori (e) y A. niger HT4 (e).

Durante la fermentacion ocurre una serie de biotransformaciones, derivadas de la accion de

diversas enzimas producidas por el microorganismo, las cuales degradan los componentes de la
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pared celular, liberando de esta manera los compuestos fendlicos, aumentando asi la capacidad
antioxidante de la muestra. En las figuras 7 y 8 se aprecia el efecto del tiempo de cultivo sobre la
actividad antioxidante de los extractos de frijol ayocote fermentados por las dos cepas evaluadas,
de acuerdo a los ensayos DPPH, ABTS y FRAP. Al igual que en los FC, la mayor actividad

antioxidante en los tres ensayos se observo a las 60 h con el hongo A. niger HT4.
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Figura 7. Efecto del tiempo de cultivo sobre la capacidad antioxidante a) DPPH y b) ABTS de
extractos de frijol ayocote fermentado por A. awamori (e)y A. niger HT4 (e).
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Figura 8. Efecto del tiempo de cultivo sobre la capacidad antioxidante (FRAP) de extractos de

frijol ayocote fermentado por A. awamori (e)y A. niger HT4 (e).

Para determinar el efecto del tiempo de cultivo sobre el proceso de FMS de frijol ayocote, se realizd

un ANOVA donde se agruparon los valores de ambos hongos (A. awamori y A. niger HT4), y los
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resultados se muestran en el cuadro 2. Se puede apreciar un comportamiento tipico de este tipo de
procesos microbianos, donde se aprecian liberacién y consumo de los mismos compuestos,
derivado de la actividad metabdlica de los hongos.

De manera general, se encontré una mayor liberacion de FC y FT a las 60 h (5.49 mgEAG/gms y
5.65 mg/gms, respectivamente), sin diferencia significativa con los tiempos de 12, 48 y 72 h de
fermentacién (p<0.05), pero con valores de hasta 4 veces mayores respecto al control sin fermentar.
El valor tan alto en la desviacion estandar para FT se debe a que se estan considerando los valores
de ambos hongos, siendo que para A. awamori, a las 60 h de cultivo se observé un valor de FT de
2.40+0.08 mg/gms, valor hasta 3.60 veces menor al obtenido con A. niger HT4 al mismo tiempo
de cultivo (8.66+0.24 mg/gms) (Fig. 6).

Cuadro 2. Efecto del tiempo de cultivo sobre el contenido de fenoles hidrolizables (FH),
condensados (FC) y totales (FT) y la capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) de extractos
obtenidos de la FMS de ayocote con A. niger HT4 y A. awamori).

Tiempo FH FC (MgEC)  FT (mg) DPPH ABTS FRAP
(h) (MgEAG) (mgET) (mgET) (mgFe™)
0 0.22£0.01b  1.17#0.01b 1.39+0.01b  0.79+0.0lc  1.03+0.0lbc  2.76x0.01bc

12 0.43+0.09a 2.95+0.0lab 3.38+0.0lab  1.34+0.19a  1.21+0.14abc 5.85+0.032
24 0.15+0.02b  0.67+0.02b  0.82+0.01b  0.61+0.13c 0.72+0.17c 2.27+0.46¢
36 0.23+0.31b  1.22+0.01b  1.46+0.32b  1.24+0.09ab  1.30+0.3%ab  4.49+0.23ab
48 0.34+1.63a 3.47+0.05ab 3.81+1.58ab  1.30+0.13a  1.09+0.43bc 5.36+0.542
60 0.16+0.12b  5.49+0.12a 5.65+4.60a  1.50+0.60a 1.30+0.89a 5.48+2.372
72 0.19+3.52b 3.46+0.17ab 3.65+3.69ab  0.9+0.46bc 1.68+0.28a  4.26+2.14abc

Los resultados representan la media global de los dos hongos evaluados (A. niger HT4 y A. awamori),

incluyendo tres repeticiones de cada uno (N=9) y se expresan por gramo de material seco (gms). Letras

diferentes entre columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0.05).

Respecto a la actividad antioxidante de los extractos fermentados a diferentes tiempos, se observé
un comportamiento similar en las tres técnicas evaluadas, con los mejores valores obtenidos a las
60 h de cultivo, con aumentos de hasta 1.9, 1.26 y 1.98 veces respecto al control, frente a los
radicales DPPH, ABTS vy la actividad antioxidante total (FRAP), respectivamente. Lo anterior
demuestra que el mejor tiempo de FMS de frijol ayocote es de 60 h, con cualquier de los hongos
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evaluados. En las Fig. 9 y 10 se muestra el ayocote empacado en los reactores, asi como una vista
superior al tiempo de 60 h, donde se aprecia como fue invadido por ambas cepas fungicas
evaluadas.

Figura 10. Reactores en columna empacados con el frijol ayocote al tiempo inicial (a) y a las 60

h (b) de FMS con A. niger HT4.
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Al analizar el efecto de la cepa, en el cuadro 3 se muestra la comparacion de las medias globales
de cada hongo, durante todo el proceso de FMS. Se observaron diferencias significativas entre
cepas para cada una de las variables de respuesta (p<0.05). Los valores més altos se obtuvieron al
emplear el hongo A. niger HT4, con incrementos en el contenido de FH, FT y FC, asi como en la
actividad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP), siendo de hasta 1.60, 1.45, 1.13, 1.24, 1.28 y 1.38

veces mayores a los reportados para A. awamori, respectivamente.

Cuadro 3. Efecto de la cepa (A. niger GH1 y A. awamori) sobre el contenido de FH, asi como la
capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) de extractos obtenidos de la FMS de ayocote.

Paradmetro/Cepa A. awamori A. niger HT4
FC (mgEC/gms) 0.20b 0.29a
FH (mgEAG/gms) 2.04b 3.27a
FT (mg/gms) 2.24b 2.53a
ABTS (mgET/gms) 1.05b 1.34a
DPPH (mgET/gms) 0.98b 1.22a
FRAP (mgFe*?/gms) 3.66b 5.05a

*Los resultados representan la media global de todos los tiempos de fermentacién, incluyendo tres

repeticiones de cada uno (N=21). Letras diferentes entre columnas indican diferencia entre cepas fungicas
(Tukey, p<0.05).

Con base a estos resultados, se selecciono el hongo A. niger HT4 a un tiempo de cultivo de 60 h,
ya que, comparado con el control sin fermentar, permitié incrementar hasta 6.4, 2.43, 1.87 y 2.88
veces el contenido de FT, asi como incrementar la capacidad antioxidante de acuerdo a los ensayos
de DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente.
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4.3. ETAPA 3. Efecto de las condiciones de fermentacion de frijol Ayocote y su efecto sobre el

contenido nutrimental, compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante.

En esta etapa se evaluaron algunas variables de operacion del proceso de FMS de ayocote. El
diagrama de Pareto (Fig. 11-14) nos muestra el efecto de los factores sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de extractos de frijol ayocote fermentado. En este
diagrama permite apreciar todos aquellos factores que influyen de manera significativa, situados
por encima de la linea roja punteada (p<0.05). De los siete factores evaluados, cuatro de ellos
(Temperatura, humedad, KH2PQOs y la concentracién de indculo) mostraron un efecto significativo
sobre la liberacion de FH (Fig. 11a). Al igual que la temperatura (Fig. 10b), la humedad y la
concentracion de KH2PO4 influyen de manera negativa en la liberacién de FH, es decir, que a

medida que se aumenta el nivel de estos, la liberacion de FH disminuye.
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Figura 11. Diagrama de Pareto que muestra los efectos estimados a partir del disefio BHH (a) y el

efecto de la temperatura sobre el contenido de fenoles hidrolizables (b).

En el caso del efecto de los parametros de proceso de FMS sobre la liberacion de FC y FT (Fig. 12
a 'y b), ninguno de los niveles evaluados para cada factor mostrd un efecto significativo sobre estas

variables de respuesta.
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Figura 12. Diagrama de Pareto que muestra los efectos estimados a partir del disefio BHH para

fenoles condensados (a) y totales (b).

Al determinar la actividad antioxidante frente a los radicales ABTS y DPPH (Fig. 13a y b), se
observé que, de los parametros evaluados, Unicamente la temperatura y la humedad mostraron un
efecto significativo sobre la actividad antioxidante de los extractos fermentados de ayocote. Al
igual que para la liberacion de FH, el efecto de estos parametros fue negativo, por lo cual se

recomienda utilizar los niveles bajos tanto de humedad como de temperatura.

ABTS (mgET/gms) a) DPPH (mgET/gms) b)
253068 | (2)Temperatura (°C) |
(3)Humedad (%) /é 214418
(4)KHzPO4 (mgil) —1.26183
(1)Inéculo (esp/gms) 1.08034
(5)NaNO; (ma/L) L/ le7se804
2
(6)MgSO, (mg/L)
@KCI(malL) b /}-185932

Figura 13. Diagrama de Pareto que muestra los efectos estimados a partir del disefio BHH para la
actividad antioxidante frente al radical a) ABTS y b) DPPH.
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Figura 14. Diagrama de Pareto que muestra los efectos estimados a partir del disefio BHH (a) y el
efecto de la concentracion de inoculo sobre la actividad antioxidante en el método FRAP (b).

Finalmente, al determinar el efecto de los parametros del proceso de FMS de ayocote sobre la
capacidad antioxidante total de acuerdo al ensayo FRAP (Fig. 14a), se observo que Unicamente el
KCI y la humedad no mostraron un efecto significativo sobre la variable de respuesta. La
temperatura y la concentracion de KH2POs influyen de manera negativa, de tal manera que, al
aumentar los niveles de estos parametros, la capacidad antioxidante total FRAP disminuye. Al
igual que la concentracion de inoculo (Fig. 14b), un aumento en los niveles de concentracion de
MgSO4 y NaNOs promueve una mayor actividad antioxidante FRAP en los extractos fermentados

de ayocote.

Al analizar los resultados obtenidos en la matriz BHH (Cuadro 4), se encontraron valores de FH
de 0.09 a 0.17 mgEAG/gms, siendo el mas alto obtenido en el tratamiento 2, ligeramente mayor
al obtenido en el tratamiento 9, pero sin diferencia significativa entre ellos (p<0.05), mostrando
un ligero incremento (0.15 veces) respecto al control sin fermentar. Resultados similares se
observaron para el contenido de FC y FT, con los valores mas altos en el tratamiento 9, seguido
del tratamiento 2, con incrementos de hasta 1.54 y 1.41 veces en el contenido de FC y FT,

respectivamente, respecto al control sin fermentar.

Respecto a la capacidad antioxidante de los extractos fermentados frente a los radicales DPPH y
ABTS, los valores mas altos se obtienen en el tratamiento 9, seguido del tratamiento 2, con

incrementos de hasta 1.45 y 2 veces, comparado con el control sin fermentar, respectivamente.
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Para la capacidad antioxidante total por el método de FRAP, el mejor valor se obtiene en el
tratamiento 2 (5.34 mgFe*?) sin diferencia significativa con el tratamiento 6, con un aumento de
hasta 2 veces la capacidad antioxidante respecto al control sin fermentar.

Al explorar las condiciones del proceso de FMS, se esperaria encontrar un aumento en las variables
de respuesta. Sin embargo, los valores obtenidos en la primera fermentacion con el hongo A. niger
HT4 alas 60 h de cultivo (Fig. 5-9) son superiores a los obtenidos en cualquiera de los tratamientos
de la segunda fermentacion (Cuadro 4). Lo anterior se puede deber a un mal almacenamiento de
la muestra, que haya permitido la degradacion de los compuestos fendlicos presentes, y por

consecuencia, la disminucién en la actividad antioxidante.
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Cuadro 4. Matriz experimental Box-Hunter & Hunter (BHH) 2 con tres puntos centrales para determinar de las condiciones de FMS

sobre el contenido de FT y la capacidad antioxidante de ayocote fermentado por A. niger HT4.

Trat A B C D E F G FH(mgEAG) FC (mgeC) FT (mg) DPPH (mgET) ABTS (mgET) FRAP (mgFe*?)
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0.13+0.01bcd 0.55+0.01cde 0.69+0.0l1cd  0.85+0.16b 1.10+0.04d 3.96+0.06¢
2 1 -1 -1 -1-11 1 0.17+£0.01a 1.1740.03b  1.34+0.04b  1.15+0.09ab 1.74+0.04bc 5.34+0.15a
3 -1 1 -1 -1 1 -1 1 0.11+0.0lcde 0.59+0.04cd 0.71+0.0l1cd  0.60+0.04c 0.74+0.03e 2.41+0.06fg
4 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0.11+0.01de 0.71+0.06c  0.82+0.07c 0.54+0.05¢c 0.73+0.03e 2.16+0.12g
5 -1 -1 1 1 -1 -1 1 0.09+0.01e 0.33+0.02e  0.42+0.02e  0.057+0.03c 0.70+0.04e 2.54+0.05ef
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1 0.1440.0l1bc 0.54+0.01cde 0.68+0.0l1cd  0.84+0.05b 0.98+0.02d 5.26+0.22a
7 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0.09+0.0le 0.39+0.02de 0.48+0.01de  0.41+0.01c 0.43+0.01f 2.76+0.11e
8 1 1 1 1 1 1 1 0.09+0.01e 0.40+0.02de 0.49+0.02de  0.43%0.01c 0.40+0.01f 3.56+0.10d
9 0 0 0 0O O O 0 0.16+0.01ab  1.80+0.13a  1.96+0.15a 1.15+0.06a 2.0740.13* 4.80+0.41b
10 0 0 0 O O O O 0.13+0.0lbcd 1.32+0.03b  1.45+0.02b  0.98+0.03ab 1.71+0.10c 3.9240.12c
11 0 0 0 0 0 0 0 0.13+0.0lbcd 1.63+0.19p  1.774#0.23a  1.00+0.03ab 1.86+0.11bc 3.9240.14c
Cddigo Factor Nivel bajo (-1) Nivel medio (0) Nivel alto (1)

A In6eulo (esp/gms) 1x10° 5.5x10° 1x10’

B Temperatura (°C) 30 35 40

C Humedad (%) 35 40 45

D KH2PO, (g/L) 1.52 2.28 3.04

E NaNOs (g/L) 3.04 4.56 7.65

F MgSOq (g/L) 1.52 2.28 3.04

G KCI (g/L) 1.52 2.28 3.04

*Los resultados representan la media de tres repeticiones, expresados por mg de ayocote. Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0.05).
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En el cuadro 5 se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson, que nos indica la relacion
que existe entre las variables de respuesta, con valores de -1 a 1, lo cual indica una correlacion

negativa o positiva, respectivamente.

Cuadro 5. Coeficiente de correlacion por Pearson entre las variables en estudio.

FHID FCON FT DPPH ABTS FRAP

FHID 1 0.34* 0.99** 0.77** 0.42* 0.81**

FCON 1 0.38* 0.57** 0.15* 0.68**

FT 1 0.79** 0.42* 0.83**

DPPH 1 0.33* 0.86**

ABTS 1 0.51*
FRAP 1

*Significativo (<0.05); ** Altamente significativo (<0.0001)

Todas las variables de respuesta mostraron una correlacion positiva significativa entre ellas, es
decir, que a medida que aumenta una, lo hace la otra. Se observo que existe una alta correlacion
positiva (p<0.0001) de FH con FT y ABTS. Otras correlaciones altamente significativas
(p<0.0001) se presentaron en FC y FT con DPPH y FRAP, asi como DPPH con FRAP. Estos
resultados son similares a lo reportado por Lopez-Martinez et al. (2020), quienes encontraron una
correlacién positiva entre el contenido de FT y la capacidad antioxidante (DPPH) de extractos

etandlicos.

Con base en los resultados descritos, se establece que los mejores resultados se obtienen con el
tratamiento 9 y el tratamiento 2 (Cuadro 4). Con el anlisis de datos y diagramas de Pareto (Fig.
10-13) se elabor6 un cuadro que resume el efecto de los pardmetros de FMS sobre cada una de las

variables de respuesta, y los resultados se muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Efecto de los parametros de FMS de ayocote con el hongo A. niger HT4 sobre el

contenido de compuestos fendlicos y su actividad antioxidante.

Parametro/Variable | FH | FC | FT | ABTS | DPPH | FRAP

Temperatura - | NS [ NS - - -

Humedad - NS | NS - - NS
In6culo + | NS | NS NS NS +
KH2POq4 - NS | NS NS NS -
MgSOg4 NS | NS | NS NS NS +
NaNO3 NS | NS | NS NS NS +

KCI NS | NS | NS NS NS NS

(-) Efecto negativo; (+) efecto positivo; (NS) Sin efecto significativo.
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En el cuadro 6 se aprecia que la temperatura, humedad y concentracion de KH2PO4 mostraron un
efecto negativo, por lo cual se recomienda utilizar niveles bajos (-1). Contrario a lo anterior,
niveles altos (+1) de concentracion de indculo, NaNO3z y MgSO, favorecen un incremento en las
variables de respuesta. La concentracion de KCI, a los niveles evaluados, no mostré un efecto
significativo sobre alguna de las variables. Con base en este argumento, el tratamiento 2 presenta
las condiciones més similares a lo mostrado en el cuadro 4, ya que emplea niveles bajos (-1) para
temperatura, humedad y concentracion de KH2POs, y niveles altos (+) para concentracion de
indculo y MgSOa. Por tal motivo, se selecciond el tratamiento 2 (Indculo: 1x107 esp/gms;
Temperatura: 30 °C; Humedad: 35%; KH2PO4: 1.52 g/L; NaNOz: 3.04 g/L; MgSOQOas: 3.04 g/L;
KCI: 3.04 g/L). En el cuadro 7 se resume el efecto de la FMS con A. niger HT4 sobre el potencial
funcional del frijol ayocote.

Cuadro 7. Contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante de frijol ayocote sometido a
FMS con el hongo A. niger HT4 durante 60 h.

Parametro Control Ayocote
(Sin fermentar) fermentado
Fenoles Totales 1.39+0.01b 8.65+4.60a
Condensados 1.17+0.12b 8.91+0.21a
Hidrolizables 0.22+0.03a 0.25+0.02a

Actividad antioxidante

DPPH 0.79+0.01b 1.9240.11a
ABTS 1.03+0.01b 1.93+0.21a
FRAP 2.76+0.01b 7.87+0.04a

Los resultados representan la media de 3 repeticiones. Letras diferentes indican diferencia significativa

entre tratamientos (Tukey, p<0.05).

Al comparar ambos tratamientos (cuadro 7), resulta destacable el hecho que la FMS de frijol
ayocote permitié incrementar hasta 6.22 veces el contenido de FT, y 7.6 veces el contenido de FT,
principales compuestos presentes en el ayocote, con incrementos en la capacidad antioxidante de
hasta 2.43, 1.87 y 2.85 veces de acuerdo a los ensayos DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente.

La calidad de la composicion fisicoguimica de los productos obtenidos de la FMS puede variar
segun la naturaleza del alimento, fuente de alimento, método de extraccion y los parametros de
almacenamiento, asi como también los microorganismos utilizados. Los resultados confirman la

mejora en la composicion fisicoquimica del frijol ayocote a través del proceso de FMS. Este trabajo
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ofrece una alternativa para mejorar el potencial funcional del frijol ayocote, incrementando asi los

beneficios a la salud del consumidor.
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Capitulo V
CONCLUSIONES

El frijol ayocote presenta niveles adecuados de carbohidratos y proteina, que pueden ser empleados
como fuente de nutrientes para el crecimiento de microorganismos. Adicionalmente, presenta
valores adecuados de IAA y PCH para ser usado como soporte en procesos de FMS.

Aspergillus niger HT4 y A. awamori fueron capaces de crecer en el frijol ayocote, incrementando
el contenido de compuestos fendlicos y su actividad antioxidante. Sin embargo, los mejores
valores se obtienen al emplear la cepa de A. niger HT4 a un tiempo de 60 h de cultivo. Los factores
que influyen en mayor medida sobre la liberaciéon de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante a partir de FMS de frijol ayocote con A. niger HT4 fueron la temperatura y la
humedad, ya que ambos parametros influyeron en todas las variables de respuesta de manera
negativa. Las condiciones que favorecen una mayor liberacion de compuestos fendlicos con
actividad antioxidante fueron: A. niger HT4 (1x107 esp/gms), 30°C, 60 h, humedad del 35% y una
concentracion de sales en el medio de (g/L): KH2PO4 (1.52), NaNO3z (3.04), MgSO4 (3.04) y KCI
(3.04).

El proceso de FMS permitié incrementar 7.6 veces el contenido de fenoles condensados,
principales compuestos presentes en el ayocote, aumentando hasta 2.85 veces la capacidad
antioxidante. El proceso de FMS de frijol ayocote con el hongo A. niger HT4 representa una
alternativa para potenciar las propiedades funcionales del frijol ayocote, incrementando los

beneficios a la salud del consumidor.
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PERSPECTIVAS

Este es el primer estudio donde se aborda el proceso de FMS de frijol ayocote. Por lo tanto, queda
mucho por explorar para seguir aportando al conocimiento en este tema. Dentro de los estudios a

futuro, se sugiere:

e Caracterizar los compuestos presentes en los extractos de ayocote fermentado y sin
fermentar mediante técnicas de cromatografia liquida acoplada a masas.

e Evaluar las actividades enzimaticas relacionadas con la liberacion de los compuestos
durante el proceso de FMS del ayocote.

e Realizar estudios de toxicidad de los compuestos presente en los extractos fermentados de
ayocote.

e Preparar una harina a partir del ayocote fermentado y desarrollar alimentos a base de la

harina, realizando analisis microbiologico y sensorial.
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Anexo 1. Curva de calibracion para ensayo fenoles hidrolizados.
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Anexo 2. Curva de calibracion para ensayo fenoles condensados.
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Anexo 3. Curva de calibracion para ensayo DPPH.
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Anexo 4. Curva de calibracion para ensayo ABTS.

56




A (595nm)

1.6
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

-0.2

FRAP

y = 1.4038x - 0.0244

Rz =0.9977
) 0.2 0.4 0.6 0.8
[FeO4S](mg/mL)

12

Anexo 5. Curva de calibracion para ensayo FRAP.
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