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I. RESUMEN

El frijol (Phaseolus vulgaris L) es una de las leguminosas mas consumidas debido a su
composiciéon nutricional y propiedades nutracéuticas. Su uso como ingrediente se ha
incrementado en los ltimos afios al considerarse de alto valor nutricional en productos de gran
demanda, como las galletas, y al combinarse con un cereal, puede ofrecer un producto con mejor
calidad nutricional. El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial nutracéutico de galletas
funcionales elaboradas a partir de harinas de frijol azufrado-higuera extrudida y avena. Se
formularon galletas con una proporcién avena: frijol de 50:50 y se evalud su contenido
nutricional y funcional. Después de la simulacion gastrointestinal in vitro (SDG), se obtuvieron
fracciones digeridas solubles e insolubles de (<10 kDa,) en las cuales se evaluo la actividad
antioxidante in vitro, actividad antiinflamatoria en células RAW264.7, actividad antimicrobiana
en e.coli y s.aureus, y actividad antiparasitaria contra G.duodenalis. Los resultados mostraron
que la incorporacion de frijol extrudido en galletas de avena increment6 significativamente
(p<0.05) el contenido de proteinas y minerales, y redujo el contenido de lipidos y carbohidratos.
Asimismo, se observo un aumento significativo (p< 0.05) en la capacidad antioxidante en
comparacion con una galleta comercial de avena, asi como una disminucion significativa (p <
0.05) de compuestos antinutricionales (4cido fitico, saponinas, inhibidores de tripsina y lectinas)
sin afectar la digestibilidad. Después de la SGD, las fracciones digeridas mostraron actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana y antiparasitaria, lo cual podria atribuirse a la
liberacion de compuestos bioactivos, como péptidos y fendlicos, durante la digestion. Estos
resultados indican que la adicion de harinas de Frijol Higuera Extrudido puede potenciar las
propiedades nutricionales y funcionales en galletas elaboradas a base de avena, lo cual podria

ser una opcion mas saludable en comparacion con los productos que se venden en el mercado.

Palabras clave: frijol, avena, extrusion, digestion, compuestos bioactivos, antioxidantes,

antimicrobianos.



II. ABSTRACT

Beans (Phaseolus vulgaris) are one of the most widely consumed legumes due to their
nutritional composition and nutraceutical properties. Their use as an ingredient has increased in
recent years as they are of high nutritional value in products in high demand, such as cookies,
and when combined with cereal, they can offer a product of better nutritional quality. The
objective of this study was to evaluate the nutritional and nutraceutical potential of functional
cookies made from extruded azufrado-higuera beans and oats. Cookies were made using a 50:50
oat-to-bean ratio, and their nutritional and functional properties were evaluated. After in vitro
gastrointestinal simulation (SDG), soluble and insoluble (<10 kDa) digested fractions were
obtained, in which in vitro antioxidant activity, anti-inflammatory activity in RAW264.7 cells,
antimicrobial activity in E. coli and S. aureus, and antiparasitic activity against G. duodenalis
were evaluated. The results showed that incorporating extruded beans into oatmeal cookies
significantly (p < 0.05) increased protein and mineral content while reducing lipid and
carbohydrate content. Likewise, a significant increase (p<0.05) in antioxidant capacity was
observed compared to a commercial oatmeal cookie, and a significant decrease (p<0.05) in
antinutritional compounds (phytic acid, saponins, trypsin inhibitors, and lectins) was observed,
without affecting digestibility. After SGD, the digested fractions showed antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial, and antiparasitic activity, which could be attributed to the release
of bioactive compounds, such as peptides and phenolics, during digestion. These results suggest
that adding extruded azufrado-higuera bean flour can improve the nutritional and functional
properties of oat-based cookies, making them a healthier option than products currently on the

market.

Keywords: beans, oats, extrusion, digestion, bioactive compounds, antioxidant, antimicrobial.



III. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el interés por la relacion entre la alimentacion y la salud ha aumentado
de manera significativa, impulsado por el incremento de la prevalencia de enfermedades
cronicas no degenerativas y por la necesidad de estrategias preventivas basadas en la
alimentacion. En este contexto, ha surgido el concepto de alimentos funcionales, que pueden
definirse como alimentos procesados que, ademas de su valor nutritivo, pueden tener beneficios

para la prevencion de enfermedades y/o la promocion de la salud (Pradhan y col., 2023).

Las leguminosas se caracterizan por su alto contenido de proteinas, el cual oscila entre 15
y 40%. El frijol es una de las leguminosas mas consumidas a nivel mundial, gracias a su
contenido nutricional, en especial proteina y fibra, y nutracéutico, por su contenido de
compuestos fendlicos, antinutricionales y péptidos bioactivos que funcionan como inhibidores

de a-amilasa, a-glucosidasa y ECA (Oseguera-Toledo y col., 2015)

Los cereales también son una fuente importante de nutrientes, su contenido proteico oscila
entre 6 y 16%. La avena es uno de los cereales de mayor importancia econdmica y el sexto
cereal en produccion. Es una opcion ideal para un determinado grupo de personas debido a sus
pequefios porcentajes de gluten y sus compuestos, como B-glucano, aventramidas y fenolicos.
También se caracteriza por sus péptidos bioactivos, con potencial anticancerigeno y

antimicrobiano (Sood y col., 2022) .

En los ultimos afios, se ha implementado la combinacion de cereales y leguminosas en
diversos productos de consumo diario, debido a la eficacia proteica que se ve reforzada por los
perfiles complementarios de aminoacidos esenciales. En productos de panaderia, como las

galletas, se ha observado que este tipo de combinaciones aumenta el contenido proteico y
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mineral, disminuye el contenido de carbohidratos, y aumenta la digestibilidad y la capacidad

antioxidante (Monet y col., 2019; Orozco-Angelino y col., 2023).

Durante el transito por el tracto gastrointestinal, la matriz alimentaria es sometida a
variaciones de pH y de actividad enzimatica que pueden modificar la liberacion y la estabilidad
de compuestos bioactivos, como péptidos y compuestos fenodlicos. En consecuencia, es
fundamental emplear modelos de simulacioén gastrointestinal in vitro, que permiten estimar la
bioaccesibilidad de estos componentes y comprender como el proceso digestivo puede influir

en las propiedades finales del producto adicionado con frijol (Calero y col., 2024).

Por lo tanto, la presente investigacion surge de la necesidad de evaluar no solo la
composicion inicial de una galleta funcional a base de avena y frijol, sino también su
comportamiento dindmico en condiciones digestivas. Los resultados obtenidos permitiran
validar este producto como una alternativa viable para mejorar la ingesta de compuestos
promotores de la salud en la dieta diaria, aportando datos cientificos sobre la persistencia de sus

propiedades nutracéuticas tras la digestion.



IV.REVISION BIBLIOGRAFICA
A. ALIMENTOS FUNCIONALES

El término alimentos funcionales surge a principios de los afios 1980 en Japon. Aunque
no existe una definicioén unificada, un concepto comun y basico es alimentos procesados que
tienen beneficios para la prevencion de enfermedades y/o la promocién de la salud, ademas de
su valor nutritivo, que permite diferenciarlo de nutracéuticos que se definen como alimentos o
componentes aislados de los mismos que proporcionan beneficios médicos o para la salud,
incluida la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades (Pradhan y col., 2023; Faienza y col.,
2024).

Actualmente, los alimentos funcionales se han popularizado por diversos factores, como
una mayor conciencia sobre la salud humana, la expansion de la industria alimentaria, la
medicina y las disciplinas de las ciencias naturales que investigan la relacion entre la nutricion
y la salud. Asimismo, se ha comprobado que estan enriquecidos de diversos componentes no
nutritivos, identificados como compuestos bioactivos, que contribuyen a la promocion de la

salud y a la prevencion de enfermedades, los cuales se metabolizan, oxidan o modifican y se
clasifican como compuestos bioactivos en lugar de nutrientes (Marcia-Fuentes y col., 2026).

Estos compuestos bioactivos se pueden obtener principalmente de fuentes vegetales, como
frutas, cereales, leguminosas y pseudocereales, y de fuentes animales, como peces, crusticeos e
insectos, entre otros. Dentro del extenso grupo de compuestos bioactivos se encuentran
alcaloides, fendlicos, flavonoides, compuestos antinutricionales, péptidos bioactivos,
carotenoides y omega-3, los cuales se han encontrado que ejercen diversas bioactividades que

pueden mejorar la salud (Cuadro 1).



Cuadro 1. Compuestos Bioactivos

Compuesto N )
Caracteristicas Funcion Referencia
Bioactivo
Son metabolitos secundarios y son comunes  Actividad  antimicrobiana,  antiviral,
. en hongos filamentosos y se forman mediante ~ anticancerigena, inmunomoduladora,
Alcaloides . . . o . o Deng y col., 2023
la condensacion de algunos aminoacidos,  antioxidante e insecticida
como el triptdéfano, la prolina y la leucina.
Activacion de la proteina cinasa activada
_ Se encuentran en alimentos como frutas, @ por AMP (AMPK), asociada con la
Flavonoides ‘ . ‘ o Garcia y Shaw., 2017.
verduras, té, vino y chocolate regulacion del metabolismo lipidico y la
adipogénesis.
Péptidos Son segmentos de 2 a 20 aminoacidos. Se  Poseen diversas propiedades bioldgicas
Bioactivos pueden obtener de diversas fuentes como antihipertensivas, antidiabéticas, Vlaicu y col., 2023

alimentarias por medio de hidrolisis

enzimatica

anticancerigenas, antiinflamatorias y

antioxidantes




Carotenoides

Son pigmentos lipofilicos y estdn formados
por un esqueleto de aproximadamente 40
carbonos que contienen grupos polienenos
con grupos terminales en ambos extremos de
la cadena. Los carotenoides pueden
clasificarse en dos categorias: carotenos y

xantofilas.

Actividad antiinflamatoria e
inmunomoduladora y regulacion del ciclo
celular y de la apoptosis que presentan

estas moléculas.

Amengual, 2019

Omega-3

El omega-3 no suele ser sintetizado por el
cuerpo humano, por lo que se puede
encontrar en alimentos como pescados

grasos, las semillas de lino y las nueces.

Poseen propiedades antiinflamatorias que
contribuyen a la salud cardiovascular al
mitigar la inflamacion de los vasos
reducir el

sanguineos 'y riesgo de

aterosclerosis

Vlaicu y col., 2023




B. FRIJOL

1. Generalidades y Diversidad

El frijol (Phaseolus vulgaris) es una de las especies mas cultivadas y consumidas a nivel
mundial gracias a su valor nutritivo y a su caracter como fuente de proteinas de alta calidad. Es
un cultivo que pertenece a la familia Fabaceae, tercera familia de angiospermas mas grande
después de Orchidaceae y Compistae. El género Phaseolus abarca aproximadamente 70
especies, que se distribuyen segiin su tamafo, forma y color (Figura 1) (Corzo-Rios y col.,

2024; Vieira y col., 2023).

2. Estadisticas y Produccion

En 2024, el pais con mayor produccion de frijol a nivel mundial fue India con 7,99
millones de toneladas, seguida de paises como Brasil (3 millones de toneladas), Myanmar (2,3
millones de toneladas), Tanzania (1,4 millones de toneladas), Estados Unidos (1,4 millones de
toneladas), México (996.392 toneladas) y Kenia (903.859 toneladas) (FAOSTAT, 2026).

En el contexto nacional, Zacatecas se posiciond como lider en la produccion de frijol en
Meéxico, con el 33 % de la produccion total. Por su parte, Sinaloa registré una produccion de
172,239 toneladas en 2024, lo que la posicion6 en el segundo lugar a nivel nacional, con el 20.5
% del total del afio agricola. Posteriormente se encuentran los estados de Nayarit, Chiapas y
Durango, cada uno con una contribucion inferior al 10 % de la produccion nacional (DGSIAP,

2026).
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Figura 1. Imagenes representativas que muestran la diversidad del tamafio, la forma y el color

de las semillas de frijol (Choudhary y col., 2018)



3. Composicion quimica

a. Proteina

El frijol se caracteriza por ser una fuente de proteinas, la cual varia entre el 18% y el 30%,
porcentajes que pueden variar dependiendo de algunos factores como la variedad y las
condiciones de cultivo. Corzo-Rios y col (2020) evaluaron dos tipos de frijol, frijol comin
(Phaseolus vulgaris) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.), reportando porcentajes de 17.1%
a 26.7% en distintas variedades de frijol comun y de 17% a 18% en dos variedades de frijol
ayocote.

El frijol contiene proteinas como las faseolinas, que son proteinas de almacenamiento y
constituyen el grupo mas abundante, con un 30%-50% de la proteina total en el frijol comun,
mientras que la familia de las lectinas abarca un 10%-12% de la proteina total (Luna-Vital y
col., 2015). Las lectinas del frijol se encuentran en las fracciones de albumina y globulina, con
funciones principalmente de almacenamiento y de defensa cuando la semilla es atacada por
insectos u hongos (Mani-Lopez y col.,, 2021). Los inhibidores de la a-amilasa y la
fitohemaglutinina se caracterizan por su poder reductor en los mecanismos de absorcion de
glucosa y disminucion de grasas, asi como su participacion en la regulacion del apetito por
medio de hormonas anoxigénicas (Ramirez-Jimenez y col., 2015).

En amino4cidos, el frijol se caracteriza principalmente por ser rico en lisina y treonina,
pero carece de aminoacidos que contienen azufre como metionina y cisteina, los cuales se
pueden encontrar en mayor proporcion en cereales, por lo que se recomienda la combinacion de

cereales y leguminas para obtener un mayor equilibrio proteico (Santos y col., 2020).
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b. Lipidos

El frijol contiene del 1,5 % al 6,2 % de contenido lipidico dependiendo de su variedad,
localizacion, condiciones ambientales y el tipo de suelo donde se desarrolla. Los 4cidos grasos
que se suelen encontrar en mayor concentracion son el dcido oleico y linolénico, ademas de
fracciones de a-linolénico (en forma de glicéridos), los cuales pueden oxidarse facilmente
(David y col., 2019).

c. Carbohidratos

Los carbohidratos son el principal componente en los frijoles, ya que cubren entre 50% y
60% de la materia seca. Las fracciones de carbohidratos del frijol estan compuestas
principalmente por monosacaridos, disacéaridos, oligosacéaridos y almidon. El almidén es un
polisacarido de almacenamiento de las semillas de frijol y representa entre el 25% y el 45% de
los carbohidratos totales del frijol. Al igual que el almidon de tubérculos, el almidén del frijol
se compone de amilosa y amilopectina, teniendo mayor contenido de amilosa que de
amilopectina (Punia y col, 2020; Kotha y col, 2020).

d. Minerales

El frijol es rico en micronutrientes como el hierro, el zinc y el cobre. El zinc y el hierro se
encuentran presentes en diversas variedades de frijol en altas concentraciones y son esenciales
para el organismo ya que participan como cofactores en procesos fisiologicos y metabodlicos. El
hierro se encuentra presente en los grupos hemo (hemoglobina, mioglobina, citocromo, oxido
nitrico sintetasa), en clusters que se pueden encontrar en complejos respiratorios y en otros
grupos funcionales, por lo que se considera un componente importante en procesos biolodgicos

como replicacion y reparacion de ADN, fosforilacion oxidativa y transporte de oxigeno. El
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consumo habitual de frijol puede ayudar en la prevencion de anemia (Campos-Vega y col.,
2022).

e. Vitaminas

El frijol es una fuente de complejos de vitaminas B1, que participan en el metabolismo
de macromoléculas, la sintesis de hormonas y la sintesis de purinas y pirimidinas. También
conocida como tiamina, se convierte en formas bioldgicamente activas, como el difosfato de
tiamina (ThDP), que es un coenzima presente en enzimas participan implicadas en el
metabolismo de carbohidratos (Parkhomenko y col., 2020). La deficiencia de tiamina puede
causar enfermedades como el beriberi, una afeccion caracterizada por trastornos del corazon,
los nervios y los procesos digestivos.

f. Fibra

La fibra es uno de los componentes bioactivos mas importantes de las leguminosas y se
utiliza como ingrediente funcional en la gran mayoria de los alimentos funcionales. El frijol es
una de las mayores fuentes de fibra, la cual puede regular la digestion de hidratos de carbono y
lipidos y dar sensacion de saciedad. Ademas, se asocia a beneficios para la salud, como la
reduccion de los niveles de colesterol y glucosa en sangre y la mejora de la digestion. (Santos y

col., 2020; Tiwari y Cummins, 2021).

4. Compuestos Bioactivos de Frijol

El papel beneficioso del frijol para la salud humana se atribuye a sus moléculas bioactivas,
de las cuales los compuestos fenolicos, saponinas, péptidos y pequefias proteinas son los mas
relevantes. Algunos de ellos son ubicuos en la familia, mientras que otros son tipicos de algunos

géneros o especies y su sintesis es provocada por las condiciones de crecimiento de la planta.
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Entre los distintos compuestos bioactivos que se encuentran en el frijol, cabe destacar los
compuestos fenolicos y los polifenoles, que son los mas estudiados, donde se ha descubierto
que poseen una amplia gama de bioactividades, como la modulaciéon del metabolismo, la
homeostasis y la proliferacion celular, asi como propiedades antioxidantes, que son esenciales
para la prevencion de condiciones de estrés oxidativo y enfermedades como el cancer (Conti y
col., 2021).

Los polifenoles son metabolitos secundarios producidos por las plantas en respuesta a la
radiacion UV, los patdgenos y las plagas. La mayor cantidad de compuestos polifenolicos se
encuentra concentrada en la cubierta de la semilla, donde los niveles totales de polifenoles estan
influidos por factores genéticos y ambientales. El color de la cubierta de la semilla puede
depender de la variabilidad de las sustancias polifenolicas, en las que las cubiertas oscuras
presentan un mayor contenido de estos compuestos (Conti y col., 2021).

Los péptidos bioactivos reportados en el frijol pueden tener multiples actividades
fisiologicas, tales como antioxidantes, antihipertensivas, antidiabéticas, anticancerigenas,
inmunomoduladoras, antimicrobianas e hipocolesterolémicas que contribuyen a regular las
funciones fisiologicas y prevenir determinadas enfermedades cronicas, y al mismo tiempo,
aplicar en el desarrollo de alimentos funcionales (Figura 2) (Reyes-Bautista y col., 2024).

El frijol también contiene compuestos bioactivos, conocidos como factores
antinutricionales, que pueden limitar la asimilacion de proteinas, minerales y vitaminas.
Algunos ejemplos de este tipo de compuestos que se encuentran comunmente en el frijol son
los inhibidores de tripsina, saponinas, fitatos, taninos y lectinas. Se ha demostrado que la ingesta
de altas concentraciones de estos compuestos puede ocasionar efectos adversos en la salud del

consumidor. Por ello, se recomienda la aplicacion de procesos tecnoldgicos como la extrusion,
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Figura 2. Principales actividades farmacologicas de los péptidos del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) (Reyes-Bautista y col., 2024)
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germinacion y fermentacion, los cuales contribuyen a su reduccidn o inactivacion (Alvarado-
Ramos y col., 2024).

En los ultimos afios se ha estudiado posibles bioactividades en este tipo de compuestos
que pueden resultar ser beneficiosos para la salud, como las saponinas, las cuales estan
relacionadas con actividades inmunoestimulantes, hipocolesterolémicas, antitumorales,
antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales, antifingicas y antiparasitarias, y en la microbiota

estas pueden tener efectos similares a los prebidticos (Navarro del Hierro y col., 2018).

5. Procesamiento de Frijol

A pesar de su alto contenido nutricional, los granos de frijol estan infrautilizados, en
parte porque su consumo puede provocar flatulencias, gracias a oligosacaridos, y una menor
digestibilidad de las proteinas. Su reducida digestibilidad se le puede atribuir a la presencia de
barreras naturales y compuestos no nutricionales dentro de las células vegetales. En la vida
diaria, el consumo de frijol sin procesar o procesado de forma incorrecta puede provocar
intoxicacion alimentaria. La existencia de compuestos antinutricionales, como algunas proteinas
y alcaloides, puede reducir la tasa de absorcion de nutrientes, afectando la salud de todo aquel
que lo consuma. Entre los compuestos antinutricionales se pueden encontrar principalmente
lectina, inhibidor de tripsina, acido fitico y saponinas, que inhiben la actividad de la proteasa,
quelan cofactores io6nicos o forman complejos irreversibles para bloquear la digestion de
proteinas (Zhang y col., 2023). El procesamiento de leguminosas, como el frijol, suele implicar
la alteracion de la matriz alimentaria, mejorando su estructura para que sea mas facil de masticar
y permitir la liberacion de macromoléculas, como proteinas y almidon, y su digestion en el tracto

gastrointestinal. Ademads, el procesado de los alimentos ayuda a eliminar antinutrientes,
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incluyendo taninos, acido fitico e inhibidores de tripsina, que pueden afectar la
biodisponibilidad de las proteinas (King y col., 2024).

Los granos enteros son sometidos primero a una fase inicial de preparacion o
transformacion. Estas técnicas han incluido el remojo, el descascarillado, la germinacion, la
fermentacion y procesos térmicos, que son eficaces para reducir el contenido de antinutrientes
a través de la transferencia de masa, la eliminacion fisica de la cubierta externa de la semilla o
por medio de reacciones bioquimicas dentro del grano, mejorando la digestibilidad de este (King
y col., 2024; Ohanenye y col., 2022).

La coccion por extrusion es una tecnologia multifuncional y un proceso térmicamente
eficiente, ideal para el desarrollo de productos con alto valor nutricional, con una vida 1til
prolongada y asequibles. Productos como aperitivos tradicionales, pasta, alimentos para
mascotas, cereales para el desayuno, aperitivos inflados, galletas saladas, productos listos para
el consumo como snacks, galletas y pellets pueden fabricarse mediante extrusion. La exposicion
a los efectos combinados de alta temperatura, alta presion y cizallamiento desencadena una serie
de reacciones y cambios en la composicidon nutricional y en las propiedades funcionales de los
alimentos (Tas y Sha., 2021). Osuna-Gallardo y col (2023) reportaron que después del proceso
de extrusion de frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.), este aumentaba su contenido de
minerales, aumentaba su digestibilidad y disminuia el contenido de compuestos
antinutricionales como inhibidores de tripsina, saponinas y taninos al compararlos con la harina

de frijol ayocote sin procesar.
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C. AVENA

1. Generalidades y Diversidad

La avena (Avena sativa) es un cultivo que pertenece a la familia Poaceae. El género
avena consiste en 26 especies, destacando cuatro variedades como Avena sativa, Avena
byzantina, Avena strigosa y Avena abyssinica, siendo la variedad Avena sativa la mas cultivada
(Boczkowska y col., 2016).

Los granos de avena estdn compuestos por una cascara protectora y un grano, cariopside,
que contiene una capa de salvado grueso, germen y endospermo almidonado (Figura 3). La
cascara estd conformada por celulosa y hemicelulosa, mientras que el salvado suele estar
compuesto por la cubierta de la semilla, el nucleo, la capa de aleurona y el endospermo
almidonado subaleurdnico. Ademds, contiene componentes quimicos como minerales,
vitaminas, fitatos y polisacaridos de la pared celular, principalmente celulosa, arabinoxilano y
B-glucanos (Mao y col., 2021)

La avena se puede encontrar comercialmente como harina, copos y salvado que se
utilizan principalmente como cereales para el desayuno, productos de panaderia y alimento para
ganado. En los ultimos afios, se han utilizado componentes de la avena como la fibra dietética
soluble y proteinas para la elaboracion de bebidas, aperitivos y alternativas carnicas

(Holopainen-Mantila y col., 2024).

2. Estadisticas y Produccion

La avena es considerada como el sexto cereal mas importante en cuanto a produccion,
cultivandose ampliamente en regiones con latitudes de 40°N y 60 °N, caracterizandose por ser

frescas y humedas (Yang y col., 2023). De acuerdo con datos reportados por la FAOSTAT, en
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Figura 3. Morfologia de grano de avena (Holopainen-Mantila y col., 2024).
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2024 el pais con mayor produccion de avena fue Canada con 3.3 millones de toneladas, seguido
de Rusia, Polonia, Australia, Finlandia, Espafa, Brasil y Reino Unido. En México, los estados
de Chihuahua y Durango producen alrededor del 78.7 % del total de avena producida en el pais,

ambos estados cumplen con las condiciones climatologicas para su siembra.

3. Composicion Quimica

a. Proteina

La avena es uno de los cereales con mayor porcentaje de proteina (12-20%) y con
composicion balanceada de aminoacidos, destacando con un 32% de aminodcidos esenciales.
La proteina de avena se caracteriza por no contener la mayoria de los alérgenos que se suelen
encontrar en otros cereales y leguminosas (Yang y col., 2023). Dentro de las proteinas de avena

12% y glutelinas (<10%) (Kumar y col., 2021).

b. Lipidos

La avena se caracteriza por tener un mayor contenido de lipidos (6-10%) en comparacion
con el resto de los cereales (2-3%), esto se debid a su alto contenido de grasas insaturadas. Los
lipidos de la avena se suelen encontrar almacenados en el endospermo en comparacion con otros
granos que los almacenan en los gérmenes y el disco germinal. Entre el extenso grupo de acidos
grasos que contiene la avena se encuentran los acidos linoleico y linolénico, que son conocidos
por ser acidos grasos insaturados, y el miristico, el palmitico y el dcido estearico, que son acidos
grasos saturados (Kim y col., 2021).

La avena se caracteriza por su alto contenido de acido oleico, linoleico y palmitico. Los

acidos oleico y linoleico son acidos grasos insaturados nutricionalmente esenciales, y el 4cido
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palmitico previene la peroxidacion de la grasa, lo que causa toxicidad y reduce el sabor de los

granos.

c. Carbohidratos

El almidon es el componente mas abundante, comprendiendo aproximadamente el 60%
del grano de avena. La amilosa y la amilopectina constituyen el 98-99% de los carbohidratos
constituyentes de los granulos de almidon de avena (Alemayehu y col., 2023).

Diversos estudios han identificado bioactividades en los polisacaridos que se encuentran
en la avena, como efectos inmunomoduladores, reduccion de colesterol, actividad reguladora
del microbiota intestinal, digestibilidad y efectos hipoglucemiantes, asi como su uso como
edulcorante, que es una alternativa ideal para evitar los dafios provocados por el consumo

excesivo de sacarosa (Li y col, 2024).

d. Minerales

La avena es el cereal con mayor contenido de minerales, gracias a su alto contenido de
hierro, magnesio, zinc, selenio, calcio y fosforo, los cuales se localizan principalmente en la
capa de aleurona y en el embrion. Estos minerales son conocidos por ser cofactores de enzimas
antioxidantes, protegen las células inmunitarias de los ataques de los radicales libres y regulan
la proliferacion de las células inmunitarias (Chen y col., 2021).

El calcio es un oligoelemento cuya funcion esta relacionada con la construccion del
sistema Oseo, regulacion de la glandula tiroidea, y disminucion de los niveles de colesterol. El
magnesio participa en la regulacion de la coagulacion de la sangre, ademas de que los bajos

niveles de este mineral estan asociados al desarrollo de diabetes tipo 1 y 2. El selenio contribuye
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indirectamente al sistema inmunitario a través de su papel en el sistema de defensa antioxidante,
se ha reportado que su constante ingesta disminuye el riesgo de infecciones viricas y bacterianas
(Zhelyazkov y col., 2024).

e. Vitaminas

La avena es fuente de vitamina E, la cual se considera antioxidante y desempefia un papel
importante en la prevencion de enfermedades, protegiendo al organismo de los radicales libres
daiiinos, causantes de enfermedades como el cancer. También se ha demostrado que los granos
de avena son ricos en vitaminas del grupo B como tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina
B2), niacina (vitamina B3) y 4cido pantoténico (vitamina B5) y son reconocidos por participar
en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y acidos grasos, procesos de detoxificacion,
crecimiento de tejidos y produccion de globulos rojos (Leszczynska y col., 2023).

f. Fibra

La avena es una buena fuente de fibra, principalmente de B-glucanos, compuestos que
se caracterizan por la regulacion del metabolismo de la glucosa, reduciendo la hiperglucemia,
especialmente en dosis altas como la metformina, comportamiento que se ha observado en
pruebas in vivo e in vitro. Ademads, se ha reportado que el consumo constante de B-glucanos
disminuye la absorcién de colesterol y efectos inmunologicos (innatos y adaptativos)

(Quinones-Muinoz y col., 2022).

4. Propiedades Nutracéuticas de la Avena

Ademds de su composicion nutricional, la avena se caracteriza por sus diversos
compuestos bioactivos que ofrece, los cuales la convierten en un alimento ideal para su consumo

constante. Diversas investigaciones han reportado que los polisacaridos de la avena poseen
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potencial nutracéutico como la regulaciéon inmunitaria, antioxidantes, antitumorales,
antiinflamatorios y la regulacion de la microbiota intestinal (Li y col., 2024).También se ha
demostrado un efecto positivo en la reduccion del colesterol en sangre y se reduce el riesgo de
enfermedades coronarias, efectos que fueron atribuidos al B-glucano que se suele encontrar en
las fibras de la avena (Aparicio-Vizuete y Ortega-Anta, 2016).

La avena también se caracteriza por su contenido de fendlicos como los flavonoides y
las avenatramidas poseen propiedades antialérgicas, antioxidantes y antiinflamatorias similares
al B-glucano, y su mayor concentracion de enzima lipasa que otros cereales, que tiene numerosas
funciones fisiologicas, como actividad antibacteriana directa a través de la hidrdlisis de los
triglicéridos presentes en las membranas celulares de los microorganismos y la descomposicion
del colesterol (Sood y col., 2022).

Con respecto a la proteina, se ha reportado que los péptidos de avena tienen diversas
bioactividades, que varian segun el procesamiento y la enzima que se haya empleado para su
obtencion. Sanchez-Veldzquez y col. (2021) obtuvieron péptidos de 0.2-4 kDa por medio de
simulacion gastrointestinal donde se observd mayor potencial antioxidante. Esfandi y col
(2022) reportaron péptidos con inhibicion de lipasa, oxidacion de acido linolénico e inhibidores

de a-amilasa que fueron obtenidos a partir de hidrélisis con papaina.

5. Procesamiento de Avena

A pesar de ser un cereal rico en nutrientes, uno de los desafios que enfrenta la avena es
que carece de sabor y, para lograr su sabor caracteristico, es necesario someterla a un
procesamiento, el cual implica una serie de pasos previos como limpieza, clasificacion de las

semillas crudas y el descascarillado. El procesamiento puede beneficiar o afectar las propiedades
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de la avena; esto se debe a que puede aparecer un sabor desagradable durante el procesado o el
almacenamiento a largo plazo debido al contenido de lipidos de la avena. Ademas, las
propiedades fisicoquimicas de la avena, como la ausencia de gluten y las propiedades del
almidon, pueden dificultar su uso para la obtencion de productos alimenticios de alta calidad en
comparacion con otros cereales como el trigo (Yang y col., 2023).

Actualmente se utilizan diversas estrategias para estabilizar y mejorar la calidad de la
avenay sus alimentos (Figura 4). Uno de los mas utilizados son los tratamientos térmicos, como
el horneado, el tostado en seco con aire caliente, la extrusion, el tratamiento con vapor
sobrecalentado y el tratamiento con microondas, y se ha observado que someter a la avena a este
tipo de procesamiento puede mejorar la calidad sensorial de la avena. La extrusion es utilizada
en la produccion de botanas debido a su procesamiento eficiente. El tratamiento a alta
temperatura y presion puede aumentar la digestibilidad de los componentes y reducir la
actividad enzimatica, asi como minimizar los efectos nocivos sobre los alimentos, como el
oscurecimiento y los dafios nutricionales (Yang y col., 2023; Zhou y col., 2022). La germinacion
se ha utilizado para suavizar la estructura del grano, mejorar su valor nutricional, reducir los
efectos antinutricionales y obtener proteinas de mayor calidad. También se ha observado un
aumento en el contenido de avenatramidas, pero puede disminuir el contenido de B-glucano,

afectando su uso como producto alimenticio (Rasane y col., 2015).
E. PRODUCTOS DERIVADOS DE LEGUMINOSAS Y CEREALES

En la busqueda de alternativas de ingredientes convencionales para la elaboracion de
productos de consumo habitual y con el fin de generar alimentos mas nutritivos, se ha venido

promoviendo la combinacion de distintas especies vegetales y animales. Los cereales y las
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leguminosas son una fuente de nutrientes y, al combinarse, la eficacia proteica mejora gracias a
los perfiles complementarios de aminoacidos esenciales, metabolitos secundarios, vitaminas,
minerales y fibra, lo que promueve un papel clave en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer, enfermedades del aparato digestivo, sobrepeso y obesidad
(Monnet y col., 2019). La incorporaciéon de diversos granos en productos de consumo habitual
ha sido objeto de estudios como estrategia para su valorizacion y reutilizacion, contribuyendo a
una economia circular al mitigar el consumo excesivo de materias primas. En el uso de cereales
y leguminosas para el consumo humano intervienen varios aspectos, pero uno de los principales
impulsores es su alto contenido en fibra dietética, minerales y fitoquimicos, asi como proteinas,
grasas y vitaminas (Orozco-Angelino y col., 2023). Ademas, el desarrollo de nuevos métodos
de procesamiento de cereales y leguminosas ha facilitado el desarrollo de estos productos,
mejorando la biodisponibilidad de algunos nutrientes, la digestibilidad y las cualidades
sensoriales.

La incorporacion de ingredientes a base de leguminosas en diferentes productos
alimenticios puede expandir su uso potencialmente en la industria, mas alla de los patrones de
consumo tradicionales. Como ingredientes, las leguminosas son adecuadas para desarrollar
nuevos productos alimenticios, como mezclas y masas compuestas, alternativas y extensores de
carne, productos sin gluten, productos horneados, botanas, tortillas, productos lacteos y

productos regionales (Affrifah y col., 2023).

a. Galletas funcionales

Entre los productos de panaderia, las galletas son uno de los méas consumidos a nivel

mundial, ya que son un alimento versatil con una gran variedad que va desde dulces hasta
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saladas. No solo sirven como un aperitivo rapido, sino también como un componente en diversas
aplicaciones culinarias. En términos economicos, el mercado global se valor6 en mas de 42,900
millones de dolares en 2024 y se proyecta que supere los 63,240 millones para 2030. Este
crecimiento es impulsado por la urbanizacion en paises en desarrollo, lo que eleva la demanda
de alimentos procesados y motiva la creacion de opciones innovadoras para el consumidor
(Statista, 2025).

Las galletas son un vehiculo ideal para la adicion de ingredientes nuevos e innovadores
debido a que cumplen con una serie de cualidades deseables: son asequibles, tienen una vida
util prolongada y resultan atractivas para todos los grupos de edad, en especial para la poblacion
infantil. Convencionalmente se utiliza harina de trigo integral debido a su contenido en fibra 'y
otros nutrientes. Sin embargo, ha crecido el interés sobre el potencial de las harinas de
legumbres en combinacidn con cereales, las cuales pueden ser més nutritivas, con mayor calidad
proteica e ideales para personas con poca tolerancia hacia el gluten (Weldeyohanis Gebremariam
y col., 2024). Se han probado diversas formulaciones en donde se han observado cambios en su
valor nutricional, fisicoquimico, tecnofuncional y funcional (Cuadro 2). Ademas, los diferentes
tipos de procesamientos como la extrusion, fermentacion y germinacion en leguminosas y
cereales han facilitado su incorporacion, con el fin de obtener una galleta con caracteristicas
aceptables, y representa una alternativa importante para la industria alimentaria debido a su
bajo coste, alto perfil nutricional y beneficios para salud, ya que se ha enfocado su estudio en
diferentes bioactividades como antioxidante, antihipertensivo, antidiabético, antimicrobiano,

entre otras (Escobedo y Mojica ,2021).
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Cuadro 2. Galletas funcionales

Galleta Nutricional Fisicoquimico Sensorial Funcional Fuente
1 Mayor contenido de <> Comparable con 1 Mayor contenido
minerales como K, Cu, la galleta control de fendlicos totales
Niy Mn (solamepte trigo) 0en 1 Mayor actividad
Combinacién  de 1 Mayor contenido de ggz;)orcmnes 10%- antioxidante
o 0.
Harina de Lupino lipidos |Menor indice Plusteay col.,
y Trigo (10:90, 1 Mayor contenido de glicémico en 2024
20:80, 30-70) proteinas galletas con 20% de
lupino y 80% de
trigo
1 Mayor contenido de <> Comparable con
Combinacion proteina, lipidos y fibra la galleta control
trigo, acha y firijol al (?isminuir‘ la (solamepte trigo) en
mungo (80:10:10; proporcion de trigo proporciones de
U 10 15- 1.
75:15:15, 1 Mayor contenido de 80:10:10y 75:15:15 Nanyze(?l}é oL
60:20:20, minerales como Ca,Fey
50:30:20 y Zn
50:20:30)

TMayor contenido de
Vitamina Ay C
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| Menor contenido de
carbohidrato

TMayor contenido de

Impacto en el color

<> Comparable con

TMayor contenido

proteinas final de la galleta la galleta de control de actividad
Combinacion TMayor contenido de f{Mayor valor de a* al (solamepte trigo) en  antioxidante
frijol mungo y minerales aumentar el porcentaje prc;porctones Ode TMayor contenido
harina de trigo Menor contenido de de harina de frijol IOOA) 0%y 15% gprélicos totales Saeed y col.,
(10:90,  15:85, .. mungo 85%. 2020
lipidos
20:80,  25:75 'y |Menor valor de b* al
50:50) .
aumentar el porcentaje
de harina de frijol
mungo
TMayor contenido de TMayor contenido
proteinas de arginina y lisina
TMayor contenido de enopropi)rcwnes Ode
o lipidos 45%-55% y 60%- . )
Combinacion 40% Mejia-Teran y
frijol 'y maiz tMayor contenido de . Blanco-
(15:85,  30:70, fibra Mayor contenido y j,/5r
. . de compuestos
45:33, 60:40) |Menor contenido de fenolicos - 2025

carbohidratos

proporciones  de
45%-55% y 60%-
40%
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| Menor indice

glucémico

Combinaciéon de

TMayor contenido de
proteina

TMayor contenido de

Impacto en el color
final de la galleta

1 Mayor valor de a* en

<> Comparable con
la galleta control
(harina de papa y

almidon) en sabor,

TMayor contenido
de aminodcidos en
comparacion con la
galleta control

harina de papa con fibra galleta adicionada con Aslan e
) . textura y :
uisante, haba . uisante Isik.,2024
fri'ol muneo ¥ Mayor contenido de & aceptabilidad general
) & minerales como fTMayor valor de b* en
P,K,Mg,Mn,Zn y Fe galleta adicionada con
frijol mungo
TMayor contenido de |Menor dureza en TMayor contenido
proteinas en las galletas comparacion con la de compuestos
L analizadas en galleta control fenolicos
Combinacion de mparacion 01
harina de trigo con comparacion - €0 a Impacto en el color TMayor contenido
. galleta control (galleta . .
lenteja negra _ . final de la galleta de 4cido fitico
. con harina de trigo)

(cruda, germinada, ) | Disminucion de valor TMayor porcentaje Leven y
germinada  con TMayor contenido - de L* en la adicion de de inhibicion en  Aqgac 2024
UV, germinada minerales como Ca, Fe, harina de lenteja en actividad
con ultrasonido y K, MgyZn cualquier presentacion antioxidante
germinada con A . [ val
uv) TAumento en el valor

de a* en la adicién de
harina de lenteja en
cualquier presentacion
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Combinacién  de
trigo, garbanzo y
SOrgo sin/y
germinado
(0:10:20:20,
50:20:10:20,
50:20:20:10)

TMayor contenido
proteinas

Tmayor contenido
minerales

|Mayor contenido
lipidos

!Menor contenido
carbohidratos

de

de

de

de

|Menor dureza en
comparacion con
galletas de control

|Menor
fracturabilidad en
comparacion con la
galleta control.

Impacto en el color
final de la galleta

| Disminucion de valor
L* en la adicion de
harina de garbanzo y
sorgo en cualquier
presentacion

TAumento en el valor
de a* en la adicion de
de garbanzo y sorgo en
cualquier presentacion

TMayor contenido
de fendlicos totales

TMayor actividad
antioxidante

Rahman y col.,
2025

| Indica disminucion de la propiedad. 71 indica aumento de la propiedad. « indica que no hay diferencia entre las propiedades.

L*=Luminosidad, a*=tono rojo-verde. b*=tono amarillo-azul.

Manganeso. Ni = Niquel. Zn=Zinc
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F. SIMULACION GASTROINTESTINAL In vitro

1. Bases del Mecanismo del Sistema Digestivo

La digestion de los alimentos es un proceso complejo que involucra una serie de
fenomenos fisicoquimicos dindmicos, donde se regulan la ingesta de alimentos, su
desintegracion en formas adecuadas, la absorcion de las unidades basicas, su transporte hacia
los 6rganos correspondientes y la eliminacion de los residuos restantes. Este proceso se lleva a
cabo a lo largo del tracto digestivo, un tubo continuo que se extiende desde la boca hasta el ano,
e incluye la faringe, el es6fago, el estdbmago y el intestino delgado y grueso. También participan
organos accesorios regulados por mecanismos neuronales y hormonales, tales como los dientes,

la lengua, las glandulas salivales, el higado, la vesicula biliar y el pancreas (Sensoy, 2021).

2. Modelos de digestion in vitro

Ante la creciente popularidad de los alimentos funcionales, ha surgido la necesidad de
conocer que sucede con todo este tipo de macro y microcomponentes y la necesidad de buscar
herramientas apropiadas para evaluar la digestibilidad, la bioaccesibilidad y la seguridad de los
nuevos sistemas de administracion oral que se proporcionan. Debido a las restricciones éticas y
los costos del uso de estudios in vivo, se han desarrollado diversos modelos de simulacion
gastrointestinal in vitro, los cuales han sido disefiados para simular las condiciones fisioldgicas
del organismo, como reacciones quimicas, enzimaticas y fisicas, para poder predecir la
bioaccesibilidad y absorcion de nutrientes y compuestos bioactivos en matrices alimentarias. En
la ultima década se ha desarrollado una gran variedad de modelos gastrointestinales in vitro,

divididos en dinamicos y estaticos (Calero y col., 2024; Singh, 2024).
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a. Modelos de digestion in vitro dinamicos

Los modelos dinamicos representan la movilidad de los alimentos digeridos, las descargas
continuas de fluidos digestivos, las concentraciones fluctuantes de enzimas y las alteraciones
progresivas del pH a lo largo del tiempo que ocurren en condiciones in vivo. Una de sus ventajas
es que ofrecen una mejor aproximacion a las condiciones observadas in vivo, permitiendo
analisis resueltos en el tiempo y proporcionando resultados que pueden correlacionarse
directamente con los estudios in vivo. Sin embargo, estos modelos requieren mucho tiempo y el

uso de grandes cantidades de reactivos y enzimas (Calero y col.,2024).

Uno de los modelos dindmicos mas populares es el simulador gastrointestinal humano
dindmico de cuarta generacion (DHSI-IV). Se caracteriza por imitar con precision las
caracteristicas morfologicas del estomago, el duodeno y el intestino delgado. Mediante
mecanismos controlados por ordenadores y accionados por un motor, se simulan las
contracciones peristalticas, los cambios dindmicos de pH, la secrecion en tiempo real de fluidos
digestivos y los patrones de vaciamiento gastrico durante la digestion, aplicandose con €xito en

el estudio de sistemas alimentarios complejos (Zhang y col., 2026).

Otros ejemplos de modelos dindmicos son el modelo gastrointestinal TNO (TIM) y el
modelo Simulador del Ecosistema Microbiano Intestinal Humano (SHIME), que combinan
procesos fisiologicos dentro del estomago y el intestino, proporcionando informacion sobre la
digestibilidad de matrices alimentarias. Estos modelos son multicompartimentales, lo que

significa que contienen diferentes compartimentos para las diferentes partes del tracto
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gastrointestinal y se pueden monitorear en tiempo real diferentes variables, como pH y

temperatura. (Kiran y col., 2025).

b. Modelos de digestion in vitro estaticos

Los modelos estaticos son técnicas mas simples en comparacion con los dinamicos, e
incluyen dos o tres etapas de digestion (oral, gastrica e intestinal) cuyos productos pueden
permanecer inmoéviles en un solo biorreactor estatico. Estos métodos simulan un numero
limitado de parametros de la digestion fisioldgica, sin imitar procesos fisicos caracteristicos de
este proceso. Se caracterizan por ser secuenciales, lo que significa que una fase solo comenzara
cuando la anterior se haya completado por completo, y las condiciones fisicoquimicas y las
actividades enzimaticas se mantienen constantes durante la digestion en estos modelos, mientras
que parametros como el pH o las actividades enzimaticas cambian con el tiempo en condiciones

fisiologicas (Alegria y col., 2015, Menard y col., 2023)

Uno de los mas utilizados es el modelo INFOGEST, que simula las condiciones de
digestion en las tres regiones gastrointestinales mas importantes: la boca, el estobmago y el
intestino delgado. Se estandarizan las condiciones de cada region gastrointestinal, como la
temperatura, el tiempo de incubacion, las fuerzas mecanicas y el pH, que se ajustan a los valores
observados en el cuerpo humano. Este modelo puede utilizarse para determinar las
concentraciones finales de nutrientes especificos tras la digestion (como péptidos, aminodacidos,
acidos grasos y carbohidratos), o controlar la cinética de la liberacion de nutrientes a lo largo
del proceso de digestion, caracteristicas que son ideales para el estudio de alimentos y bebidas

(Brodkorb y col., 2019; Zhou y col., 2022).
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3. Fases del Sistema Digestivo in vitro

a. Fase Oral

El proceso de digestion humana inicia en la boca, donde la masticacion y la salivacion
actian como mecanismos complementarios. En esta fase participan enzimas como la amilasa
salival y la lipasa lingual, en un medio con un pH aproximado de 5 a 7. Durante el proceso de
masticacion, el alimento sufre una reduccion en el tamano de particula al mezclarse con la saliva,
lo que da lugar a la formacion del bolo alimenticio, el cual sera transportado hacia la siguiente
fase del proceso digestivo.

En los métodos de digestion in vitro, como INFOGEST 2.0 descrito por Brodkorb y col.
(2019), el proceso de simulacion gastrointestinal inicia con el contacto de la matriz alimentaria
con o-amilasa a pH 7, y para simular el proceso de masticacion, se recomienda utilizar tamanos
de particulas pequenos (50 a 1000 um) y un tiempo de contacto con la enzima de 2 minutos y
una temperatura de 37 °C.

b. Fase gastrica

El bolo alimenticio es transportado por la peristalsis esofagica hasta el estdbmago, el cual
tiene cuatro funciones motoras: almacenamiento, mezcla, trituracion y vaciado. El estomago
humano se divide anatomicamente en cuatro secciones principales (fondo, cuerpo, antro y
piloro) y su volumen inicial en reposo es de aproximadamente 25 ml y se puede expandir hasta
4 L para acomodar grandes volumenes de alimentos. La digestion quimica en el estomago es

una reaccion causada por la pepsina, la lipasa y el jugo géstrico. La pepsina participa en la
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digestion de proteinas en el intestino delgado, mientras que la lipasa gastrica hidroliza lipidos
en el estomago (Kozy y col., 2025).

Tras finalizar la fase oral durante la digestion in vitro, el bolo alimenticio es diluido con
fluido gastrico simulado y enzimas gastricas, como pepsina y lipasa, y se incuba bajo agitacion
durante 2 h, a pH 3.0 (Brodkorb y col., 2019).

c. Fase Intestinal

Después de la fase géstrica, la digestion de los alimentos continta en el intestino delgado,
lugar donde se da la descomposicion de macromoléculas y la absorcion de agua y vitaminas. El
intestino delgado estd conformado por duodeno, yeyuno e ileon. La mayor parte de la digestion
tiene lugar en el duodeno, mientras que la absorcién de los nutrientes digeridos ocurre en el
yeyuno y el ileon. Durante la fase intestinal participan enzimas pancredticas y otras enzimas
digestivas que se producen por la pared interna del intestino delgado que actiian en conjunto en
la descomposicion de los componentes de los alimentos. El pancreas secreta bicarbonato en el
duodeno para mantener el pH del intestino delgado entre 6 y 7, creando un ambiente adecuado
para que las enzimas puedan digerir macromoléculas como grasas, carbohidratos y proteinas.
Los carbohidratos se digieren en monosacaridos como glucosa, fructosa y galactosa, las
proteinas en péptidos y aminoacidos, y las grasas en acidos grasos libres y monoglicéridos antes
de pasar al proceso de absorcion (Sensoy y col., 2021).

Durante la digestion in vitro, el quimo géstrico simulado se diluye con liquido intestinal
simulado, sales biliares y enzimas pancredticas, y se incuba a pH 7 por 2 h (Brodkorb y col.,

2019).

35



4. Bioaccesibilidad y Biodisponibilidad de Compuestos Bioactivos

La bioaccesibilidad y la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos derivados de los
alimentos son cuestiones importantes al evaluar sus efectos fisiologicos in vivo. La
bioaccesibilidad es la proporcion de componentes alimenticios liberados de la matriz digestiva
durante la digestion en el contenido luminal, disponibles para pasar al intestino delgado y ser
absorbidos. La biodisponibilidad mide la cantidad de sustancia que puede llegar a los tejidos y
se utiliza en los procesos metabolicos. De este modo, la biodisponibilidad de los compuestos
depende de la bioaccesibilidad, la absorcion, la transformacién y el alcance de los tejidos diana

para producir una respuesta. (Aguiar y Cazarin, 2021; Manzoor y col., 2024).
a. Péptidos

Dependiendo de su estructura y de la composicion bacteriana del intestino, la proteina se
fragmenta en oligopéptidos, péptidos y aminoacidos para su posible absorcion y uso en los
lugares de accion dentro del organismo. La digestion de las proteinas inicia en el estbmago a un
pH 4cido con la actividad de la pepsina, que muestra una escision preferencial de los péptidos
que tienen residuos de aminoacidos L-aromaticos o dicarboxilicos. Sin embargo, la hidrolisis
principal tiene lugar en el lumen intestinal con un entorno alcalino, en donde las proteasas
pancreaticas, como la tripsina, la a-quimotripsina, la elastasa y las carboxipeptidasas, pueden
hidrolizar los polipéptidos, liberar oligopéptidos y aminoacidos libres. Los oligopéptidos se
someten a una segunda hidrolisis con peptidasas, presentes en las vellosidades intestinales y el
liquido pancreatico, liberando tripéptidos, dipéptidos y otros aminoéacidos (Alvarez-Olguin y

col., 2022).
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Los péptidos pueden ser absorbidos por las células intestinales en condiciones normales,
detectandose en el torrente sanguineo y/o en los 6rganos diana de recién nacidos y adultos donde
ejercen sus actividades bioldgicas y se han descrito cuatro vias diferentes de absorcion de
péptidos como difusion paracelular, difusion pasiva transcelular, transcitosis y transporte
mediado por transportadores (Amigo y Hernandez-Ledezma, 2020). Por otro lado, los péptidos
que no pueden ser absorbidos en el intestino delgado pasan al intestino grueso y pueden ser
hidrolizados por la microbiota intestinal gracias a la actividad de microorganismos como bacilos
coliformes o ser absorbidos intactos. (Campos y col., 2011; Alvarez-Olguin y col., 2022).

Para evaluar la bioactividad de los péptidos después de la digestion, se han utilizado
simuladores de digestion in vitro para imitar las condiciones del sistema digestivo y pueden
utilizarse como herramientas de cribado eficaces para identificar péptidos bioactivos que son
estables en el tracto gastrointestinal. Los péptidos deben ser capaces de soportar las condiciones
del tracto gastrointestinal, como el bajo pH géastrico y la hidrolisis por la pepsina, y permanecer
estructuralmente intactos para conservar su bioactividad. Ademas, algunos péptidos pueden
soportar las condiciones del estobmago y seguir siendo hidrolizados en la fase de digestion

intestinal (Ohanenye y col.,2022).
a. Fenolicos

Los compuestos fenolicos se digieren aproximadamente en un 48 % en el estdbmago e
intestino, y alrededor del 42 % son bioaccesibles en el colon, mientras que el 10% restante no
es digerible y permanece intacto en la matriz alimentaria (Ketnawa y col., 2021). Los fendlicos
interactian con otros componentes alimentarios en el intestino al unirse a macromoléculas como
fibras, para formar complejos quimicos y estructuras coloidales que pueden disminuir o

aumentar su biodisponibilidad. Las moléculas absorbidas por el intestino delgado son agliconas;
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sin embargo, los polifenoles que pueden estar presentes en los alimentos como ésteres,
glucosidos o polimeros son dificiles de absorber, por lo que deben ser sometidas a hidrdlisis
por parte de enzimas intestinales para facilitar su absorcion y a través de mecanismos, como
metilacion, sulfatacion y glucuronidacion, se conjugan en el intestino delgado y el higado,

aumentando su hidrofilia y facilitando su eliminacion urinaria (Lippolis y col., 2023).
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V. JUSTIFICACION

En la industria de la panificacion, la produccion de galletas constituye uno de los segmentos
alimentarios de mayor popularidad entre la poblacidn, y gracias a su alto consumo representan
una de las plataformas estratégicas para el desarrollo de alimentos funcionales, ya que son
accesibles, tienen una facilidad de almacenamiento, asequibilidad, valor nutricional y vida util
relativamente larga. No obstante, las formulaciones convencionales a base de harinas refinadas
presentan deficiencias en proteina, fibra y compuestos bioactivos. La combinacion de
leguminosas (frijol) y cereales (avena) en este tipo de productos permite obtener un alimento
con mayor balance nutricional y compuestos bioactivos. Sin embargo, el aprovechamiento de
los componentes se ve condicionado no solo por la concentraciéon en el alimento, sino también
por su liberacion, transformacion y estabilidad durante el procesamiento de los ingredientes y
el proceso de digestion gastrointestinal. Por ello, estudiar la adicion de ingredientes como el
frijol, y el impacto del procesamiento en productos a base de avena es fundamental para
comprender las interacciones frijol-avena y demas ingredientes de galletas, para asegurar la
estabilidad y funcionalidad biologica de los componentes liberados. El presente estudio busca,
por ende, fundamentar cientificamente el potencial nutracéutico de galletas adicionadas con
harinas de frijol extrudido como una estrategia para mitigar problemas de desnutricion y

prevencion de enfermedades no transmisibles a través de la dieta.
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VI. HIPOTESIS

La adicion de harina de frijol azufrado-higuera extrudido en galletas de avena incrementa su
potencial nutricional y nutracéutico, al favorecer el contenido, liberacion y bioaccesibilidad de

compuestos bioactivos con actividad biologica.
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VIIL. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Evaluar el potencial nutricional y nutracéutico de galletas funcionales elaboradas a partir de

harinas de frijol azufrado-higuera extruidas y avena.

B. Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de la extrusion sobre las propiedades nutricionales, y fisicoquimicas de

harinas de frijol azufrado-higuera.

2. Caracterizar las propiedades nutricionales de las galletas adicionadas con harina de frijol
azufrado-higuera extrudida.

3. Evaluar el impacto de la adicion de frijol azufrado-higuera extrudida en galletas de avena
sobre las propiedades fisicoquimicas, sensoriales y tecno funcionales.

4. Analizar el efecto de la simulacidn gastrointestinal de las galletas adicionadas con frijol sobre
fracciones solubles e insolubles después de la digestion y el contenido de proteina, compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante.

5. Conocer el potencial antiinflamatorio de fracciones soluble e insoluble de los digestatos de
galletas en células de macrofagos RAW 264.7

6. Medir la actividad antimicrobiana de las fracciones digeridas de galleta frente a bacterias

gram positivas, gram negativas y actividad antiparasitaria.
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VIII. MATERIALES Y METODOS
A. Materiales

Como materias primas se utilizaron semillas de frijol azufrado-higuera (Phaseolus
vulgaris) de Culiacan, Sinaloa, México y granos de avena (4vena sativa) de Cuautla, Morelos,
Meéxico. Las semillas de frijol se limpiaron y clasificaron a fondo para eliminar las materias

extrafas; luego, las semillas se almacenardn en una bolsa de plastico hasta su uso a 8 °C.

B. Métodos

1. Procesamiento de frijol

La harina de frijol azufrado-higuera extrudida se obtuvo siguiendo la metodologia
descrita por Milan-Carrillo y col (2012). Los granos de frijol se acondicionaron con agua
destilada para alcanzar un contenido de humedad del 24%. La harina acondicionada se empacd
en una bolsa de polietileno y se almacen6 a 4 °C durante 12 h. Antes del proceso de extrusion,
la harina acondicionada se atemper6 a 25 °C durante 2-4 h. La harina se alimento6 en un extrusor
de laboratorio de un solo tornillo Modelo 20 DN (CW Brabender Instruments, Inc., NJ, EE.
UU.) con un diametro de tornillo de 19 mm; longitud a didmetro 20:1; relacion de compresion
nominal 2:1; y se utiliz6 una abertura de matriz de 3 mm. Las condiciones de la operacion de
extrusion fueron: 137 °C (TE) y velocidad del tornillo (VT) 220 rpm. Después de la extrusion,
los extrudidos se enfriaron a temperatura ambiente y se molieron para obtener la harina frijol
azufrado-higuera. Las harinas se almacenaron en bolsas plésticas a 4 °C hasta su posterior

analisis.
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2. Preparacion de galletas

La elaboracion de las galletas se llevo a cabo de acuerdo con lo descrito por Marcos y col.
(2023) y se elaboraron dos galletas: galleta de avena sin adicionar (GA) y galleta de avena
adicionada con frijol extrudido (GAFE). En la formulacién de la galleta sin adicionar (GA) se
utiliz6 harina de avena (60.5%), polvo para hornear (1.5%), azucar (1%), sal (1%). aceite (7.5%)
y agua (28.5%). Para GAFE, se sustituy6 el 50% de la harina de avena por harina de frijol

extrudido, manteniendo una proporcion 50:50 entre ambas (Cuadro 3).

Los ingredientes secos se mezclaron en un recipiente de plastico antes de incorporar los
ingredientes liquidos. La mezcla se amas6 manualmente hasta obtener una masa consistente y
homogénea y se dejo reposar a 25 °C por 10 min. Posteriormente, la masa se extendié con un
rodillo sobre un papel encerado y se cortd utilizando un molde de galletas de 3.5 cm de diametro
para dar forma. Finalmente, las galletas fueron colocadas en charolas precalentadas (60°C, 15
min) y se hornearon durante 25 min a 162. 77 °C en un horno eléctrico (Kitchen Aid, EE. UU.).
Las galletas se dejaron enfriar a 25 °C y se almacenaron en bolsas herméticas y codificadas

hasta su uso. El proceso de produccion de las galletas se muestra en la Figura 5.

3. Propiedades fisicoquimicas
a. Color

El color de la superficie de las harinas y galletas se midid utilizando un colorimetro
Minolta Modelo CR210 (Minolta LTD, Japén). La determinacion del color se basé en el sistema
de medicion CIELAB. En este sistema, el parametro L* representa la luminosidad, con valores

que varian de 0 a 100, donde 0 corresponde al negro absoluto y 100 al blanco perfecto. Las
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Cuadro 3. Formulacion de galletas

GA GAFE
Ingrediente (%) Galleta de avena sin Galleta de avena adicionada
adicionar con frijol extrudido
Harina de frijol extrudida 30.25
Harina de avena 60.5 30.25
Agua 28.5 28.5
Aceite de girasol 7.5 7.5
azucar 1 1
Sal 1 1
Polvo para hornear 1.5 1.5
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coordenadas de cromaticidad se representaron con los parametros a* (+a indica rojo, -a indica
verde) y b* (+b indica amarillo -b indica azul). Para la evaluacion del color, se utilizaron
aproximadamente 5 g de harina, se colocaron en la tapa de 3 cm de diametro, procurando una
superficie uniforme. Se registraron los valores correspondientes de cada parametro. Como
referencia se empled un mosaico blanco estdndar con valores conocidos de L*, a* y b* (L* =
93.6,a* =0.22 y b* =3.12). La diferencia total de color (AE*) entre la muestra y el estandar se

calculd mediante la siguiente ecuacion:

AE = [(AL)* + (Aa)* + (Ab)*]'"2

donde:

AE = diferencia total de color entre el estandar y la muestra.

AL, Aa 'y Ab = diferencias absolutas de los valores de L*, a* y b* del estdndar utilizado y los

valores correspondientes observados de la muestra.

b. Actividad de agua

La actividad del agua (aw) se midi6 en un higroémetro Aqua Lab Modelo CX-2 (Decagon
Devices Inc, Pullman, WA, EE. UU.). Previo a las lecturas, el equipo se calibro6 utilizando una
solucion saturada de cloruro de potasio (aw = 0.841 a 25°C). Para cada medicidn, se introdujeron
3 g de muestra en la base, permitiendo un periodo de estabilizacion de 40 a 60 min. Se realizd

por triplicado para cada muestra.
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El pH se determin6 de acuerdo con la metodologia de la AOAC (1999). A 1 g de harina
de galleta se agregaron 10 mL de agua destilada; la suspension se agitd en un agitador orbital
(Thermolyne MIRAK) durante 10 min a 240 rpm, después se midié el pH de la suspension con
un potenciometro (Hanna Instruments, Mod. HI3221). Las mediciones se realizaron por

triplicado
4. Composicion proximal

Los andlisis de composicion proximal de harinas y galletas se realizaron de acuerdo con
los métodos publicados por la AOAC 2005 como humedad, proteinas, grasas, cenizas, fibra y

carbohidratos en las harinas y galletas de avena.
a. Humedad

Se determind humedad en las muestras por el método 950.46 de pesos constantes. Se
calcul¢ la pérdida de peso de 2 g de muestra, después de calentar a 70 °C durante 24 h en una

estufa de circulacion de aire (FELISA mod 142%, México).

b. Proteina

De acuerdo con las especificaciones del método 978.04, se determind el nitrogeno total
para el posterior calculo de la proteina cruda mediante el factor multiplicativo de 6.25. El
procedimiento inici6 con la destruccion de la materia organica, para lo cual se sometieron
200 mg de muestra a una digestion a 200 °C en presencia de 5 mL de acido sulfuricoy 1.625
g de mezcla reactiva a base de selenio (Merck Co., Alemania). Tras atemperar y diluir la

muestra con 10 mL de agua destilada, se realiz6 la destilacion empleando hidroxido de sodio

47



al 40% y se recolecto el amoniaco liberado por la destilacion en una solucion de acido bérico

al 4%. El volumen obtenido se tituld frente a una disolucion valorada de HC1 0.1 N.

c¢. Lipidos

Para la determinacion de lipidos se empleo la técnica de extraccion Soxhlet 930.09. Las
extracciones se realizaron en muestras de 3-4 g de harina, que pasaron a través de malla 80
(0.180 mm). Se utiliz6 el equipo Unidad de Extraccion del Sistema Saxtec HT 1043 (Tecator,
Suecia) utilizando como disolvente éter de petrdleo durante 4 h. La prueba se realizd por

triplicado.

d. Cenizas

La cantidad de ceniza en las galletas se determiné por el método 930.05. Se pesaron 3 g
de muestra, los cuales se colocaron en crisol de porcelana, y se sometio6 a incineracion en mufla
a 550 °C hasta obtener una ceniza gris luminosa; los crisoles se atemperaron en un desecador y

se pesaron. La prueba se realizo por triplicado.

e. Fibra

El contenido de fibra se determind de acuerdo con el método oficial 962.09 por
duplicado. Se pesaron 2 g de muestra desgrasada, se colocaron en matraces de 500 mL y se
agregaron 50 mL de una solucion reguladora de fosfato (pH 6.0) en cada matraz. Se adicionaron
100 pL de enzima a-amilasa y se sometieron a tratamiento térmico a 95 °C durante 20 min en
bafio maria (Precision, Mod. 89L) con agitaciéon constante. Los matraces se enfriaron a
temperatura ambiente, y el pH se ajusté a 7.5 con NaOH 0.275 M. Se adicionaron 100 pL de
una solucidn de proteasa en cada muestra y se calentaron a 60 °C por 30 min. El pH se ajust6 a

4 -4.6 con HCI1 0.325M, se adicion6 100 puL de amiloglucosidasa y se incub6 60 °C por 30 min.
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Las muestras se enfriaron y filtraron (utilizando filtros Gosh #2, previamente secos con 0.5 g de
celita, a peso constante). Posteriormente, se hicieron lavados con de etanol y se filtré al vacio

con un crisol con celita. El residuo del filtrado se seco en una estufa a 105 °C por 12 h.

Al correrse por duplicado, una réplica se utiliza para determinar el contenido de cenizas
por incineracion y la otra para determinar el contenido de proteina mediante el método Kjeldahl.

Para determinar el contenido de fibra, se utilizo la siguiente formula:

PRF — Poteina — Cenizas

9%PFibra total = oMl X100

Doénde:

PRF=Peso del residuo final

PMI= Peso de muestra inicial

f. Carbohidratos

El porcentaje de carbohidratos se calcul6 por la diferencia de 100%, restando el total de

la suma de los porcentajes de proteina cruda, grasa cruda, fibra total y cenizas.

5. Analisis sensorial

El analisis sensorial de las galletas se realiz6 a partir de una escala hedonica de nueve
puntos (1 = me disgusta demasiado, 2 = me disgusta mucho, 3 = me disgusta moderadamente,
4 = me disgusta levemente, 5 = no me gusta ni me disgusta, 6 = me gusta levemente, 7 = me
gusta moderadamente, 8 = me gusta mucho, 9 = me gusta demasiado) para evaluar los siguientes
atributos: olor, sabor, apariencia, textura y la aceptabilidad global. Las pruebas fueron realizadas

en un ambiente tranquilo, buena temperatura y luz, y sin olores que puedan distraer el analisis
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sensorial. Las muestras se codificaron y presentaron en forma aleatoria. Al participante se le

recomendé tomar agua o enjuagar la boca antes de probar cada galleta.
6. Composicion tecnofuncional
a. Indice de absorcion de agua (IAA)

Para determinar el indice de absorcion en agua se utilizo el método descrito por Anderson
y col (1969). Se pesaron 2.5 g de muestra y se suspendio en 30 ml de agua a 30 °C en un tubo

para centrifuga de 50 ml previamente tarado, la suspension se mantuvo en agitacion por 30 min.

Una vez transcurrido ese tiempo, se centrifugd a 3000 xg durante 10 min. El liquido
sobrenadante se decantd cuidadosamente en un vaso tarado para la determinacion de solidos
(ISA). El gel formado se peso, y el indice de absorcion de agua se calculd con este peso como

gramos de gel por gramo de muestra seca. La prueba se realiz6 por triplicado.

TAA= peso gel—peso muestra

b. Indice de solubilidad en agua (ISA)

El indice de solubilidad en agua (ISA) se determin6 de acuerdo con el método reportado
por Anderson y col (1969). Esta determinacion se calcul6 a partir del peso (2.5 g de muestra en
30 mL de agua) de los sdlidos secos recuperados mediante evaporacion del sobrenadante liquido
que se obtiene durante la determinacion de IAA durante la noche a 110°C. EI ISA se expreso

como gramos de solidos por gramo de sélidos originales. La prueba se realizé por triplicado.

ISA= (Peso vaso con muestra después de 1 dia—Peso vaso vacio/Peso muestra) x 100
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c. Indice de absorcién de aceite (TAAc¢)

El indice de absorcion de aceite se determind mediante la metodologia descrita por Lin
y col (1974). Se pesaron 0.5 g de muestra en un tubo de centrifuga graduado y se adicionaron 3
mL de aceite. La mezcla se homogeneizé durante 1 min en un vortex y se dejo reposar por 30
min a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugd a 1,600 x g durante 25 min
(centrifuga marca Eppendorf, Mod. 5804R) y se midi6 el volumen de aceite libre con ayuda de
una probeta. Los resultados se expresaron como mL de aceite absorbido/g de harina. La prueba

se realizo por triplicado.

IAAc= Vol. aceite inicial—Vol. aceite libre

7. Composicion Antinutricional
a. Acido Fitico

El contenido de acido fitico fue determinado mediante el método colorimétrico descrito
por Vaintraub y Lapteva. (1988), con modificaciones. El método se fundamenta en la
decoloracion del reactivo de Wade (un complejo morado de Fe ** y 4cido sulfosalicilico). La
disminucién de la absorbancia es proporcional a la concentracion de acido fitico, debido a que

este secuestra los iones de hierro destruyendo el complejo colorido.

Para la extraccion de fitatos, se pesaron 0.5 g de muestra en tubos para centrifuga de 50
mL y se adicionaron 10 mL de HCI al 2.4% (0.65 N). La mezcla se mantuvo en agitacion
constante durante 6 h a temperatura ambiente y, una vez transcurrido este tiempo, los extractos
se recuperaron mediante centrifugacion (4,000 xg,10 min). Para la curva, se preparé una
solucion estandar de fitato de sodio en agua destilada (0.04 g de fitato de sodio en 25 mL de

agua destilada para obtener una concentracion de 1600 pug/mL). A partir de esta solucion
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estandar se prepararon diluciones (0, 100, 200, 400, 800 y 1600 pg/mL), de las cuales se tomaron
alicuotas de 100 uL y se les afiadi6 500 pL de agua destilada y 400 uL de Reactivo de WADE
(0.035 g de FeCls - 6H>O + 0.35 g de acido sulfosalicilico + 100 mL de agua destilada) a cada
una de las diluciones y se midid su absorbancia a 500 nm contra un blanco de agua destilada.
Para la valoracion de fitatos, se tomaron alicuotas 100 puL del sobrenadante que posteriormente
se les agreg6 500 uL de agua destilada para tener un volumen final 150 pL y 400 uL de reactivo
de Wade. Los valores de las absorbancias obtenidas para cada muestra se introdujeron en la
curva de fitato de sodio. Los resultados fueron expresados como mg de 4cido fitico/ 100 g de

muestra seca.

b. Inhibidores de tripsina

Para la evaluacion de los inhibidores de tripsina se utilizé el método reportado por Liu y
col (2019), el cual constituye una modificacién del protocolo original de Kakade y col (1974).
Este método determina por espectrofotometria la capacidad de la muestra para inhibir la
actividad que la tripsina control ejerce sobre el sustrato sintético a-N-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilina (BAPNA). Para llevar a cabo la extraccion de los inhibidores de tripsina, se pesaron
0.2 g de muestra y se les afiadieron 10 mL de NaOH 0.01 M. Se mantuvieron en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Pasado dicho tiempo, los tubos se centrifugaron a 4000
xg/10 min y se recolect6 el sobrenadante. La cuantificacion de la actividad enzimatica incluyo
la preparacion de soluciones para el control, blanco de control, muestra y actividad maxima.
Especificamente, para el control se adicion6 200 pL de tampdn Tris pH 7.5 (0.1512 g aforados
a 50 mL con agua destilada) y 200 puL de tripsina (10 mg de enzima de 16,700 unidades/mg
disueltos en 500 mL de HCl 1 mM con CaCl. 5 mM). Tras una incubacion previa de 1 min a 37

°C en bafio maria, la reaccion se detuvo adicionando 100 pL de 4cido acético al 30%, seguido
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de otro minuto de incubacion a 37 °C, para finalmente incorporar 500 pL de la solucion BTC

(BAPNA en dimetilsulféxido con Tris-HCI 0.05M a pH 8.2 y CaCl. IM).

La valorizacion de la muestra se llevo a cabo en tubos de 2 mL, combinando 200 pL del
extracto obtenido con 500 pL de la solucion BTC; esta mezcla se incubd a 37 °C en bafio maria
durante 2 min. Acto seguido, la reaccién enzimatica inicio al incorporar 200 puL de tripsina,
manteniendo la incubacion bajo las mismas condiciones térmicas por un periodo de 10 min. La
inactivacion de la enzima se logré mediante la adicion de 100 pL de acido acético al 30%. Tras
una centrifugacion a 3,800 g durante 10 min, se determind la absorbancia a 410 nm empleando
un espectrofotdmetro (Thermo Scientific, modelo GENESYS 10 UV-Visible). Esta lectura
permitio6 cuantificar la p-nitroanilina (amina), un producto colorido que se libera tras la hidrdlisis

del sustrato amidico BAPNA por accion de la tripsina libre.

La actividad inhibitoria de tripsina se expres6 en unidades de inhibicion de la tripsina
por miligramo de muestra, definiéndose una unidad de inhibicion de la tripsina (UIT) como la
disminucion de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm con respecto a la reaccion de control de

la tripsina. El célculo se realiza a través de la siguiente formula:

Abs tripsina — Abs muestra
UIT = 0.01

c. Lectinas

Se realizo la determinacion de lectinas con base en la metodologia de las diluciones
seriadas con eritrocitos lavados en solucion salina reportada por Calderon de la Barca y col
(1985) y Gonzalez De Mejia y col (2005). Se pesd 1 g de muestra y se adicionaron 10 mL del
agua con cloruro de sodio al 0.9%. La extraccion se realizé durante 2 h en el vortex giratorio,

se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min y se separo el extracto. Para la preparacion de glébulos
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rojos se extrajo sangre humana tipo A+. Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min y se deseché
el suero de la concentracidon de glébulos rojos. Se realizaron tres lavados con cloruro de sodio
al 0.9% adicionando 8 mL de solucion salina por cada 2 mL de gldbulos rojos, mezclando
cuidadosamente para no destruir los eritrocitos, hasta que el sobrenadante se visualizara
transparente. Se tomaron 200 uL de globulos rojos lavados y se diluyd con solucion salina

completando 10 mL, formando una suspension de globulos rojos al 2%.

La valoracion del experimento se realizé en una microplaca de 96 pocillos. En el pocillo
A se colocaron 100 pL de extracto, mientras que del pocillo B al pocillo H se colocaron 50 pl
de solucidn salina. Se transfirieron 50 pL de extracto del pocillo A al pocillo B y se homogeneizo
la mezcla de extracto con solucidn salina con ayuda de una micropipeta. Se tomaron 50 pL de
la mezcla del pocillo B y se transfirieron al pocillo C, repitiendo el procedimiento de
homogeneizar y transferir sucesivamente hasta llegar al pocillo H. Del altimo pocillo se
desecharon 50 pL para asegurar que todos los pocillos mantuvieran un volumen final de 50 pL.
Una vez realizadas estas diluciones seriadas, se agregaron en todos los pocillos 50 pL de

suspension al 2 % de globulos rojos lavados previamente con solucion salina.

d. Saponinas

El contenido de saponinas totales fue determinado usando el método espectrofotométrico
descrito por Hiai y col (1976), utilizando vainillina y H>SO4 para la generacion de grupos
cromoforos en saponinas, los cuales son visibles en longitudes de onda alrededor de 455 — 460
nm. Para la extraccion de las saponinas, se pesaron 0.5 g de muestra y se adicionaron 8 mL de

etanol al 95%. Los extractos se mantuvieron en agitacion durante 16 h a temperatura ambiente
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en un agitador orbital y concluido el tiempo, los extractos fueron recuperados por centrifugacion

(3800 rpm, 10 min).

Para la curva, se prepar6 una solucion estandar disolviendo 10 mg de diosgenina en 10
mL (1 mg/mL) de etanol 95% y se sonico durante 5 minutos hasta su dilucion. Partiendo de esta
solucion se realizaron diluciones para obtener concentraciones de 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 y
0.03125 mg/mL en un volumen de 1 mL, respectivamente. A cada dilucién se le agregaron 100
nL de reactivo de vainillina (vainillina al 8% en etanol al 95% y 1 mL de 4cido sulftrico al
72%). Las diluciones se incubaron a 60°C por 10 minutos. Terminado este periodo de tiempo,
se enfriaron los tubos en un bafio de hielo y finalmente se midi6 su absorbancia a 520 nm contra
un blanco de reactivos (100 pL de etanol al 95%, 100 pL reactivo de vainillina+ 2.5 mL acido

sulfarico).

Para la cuantificacion de las saponinas, se tomaron 200 pul de extracto y se adicionaron
50 pl de metanol al 80%, se transfirieron a un bafio de hielo para la adicion de 100 pL del

reactivo de vainillina y 1 mL de acido sulfurico y se incub6 a 60°C durante 10 min.

Transcurrido el tiempo de reaccidon, se midid su absorbancia a 520 nm y los valores
obtenidos fueron interpolados en la curva estandar de diosgenina. Los resultados se expresaron

como mg equivalentes de diosgenina en 100 g de muestra.

8. Preparacion de extractos estandlicos

La extraccion de fenolicos se realizd siguiendo la metodologia reportada por Milan-
Noris y col (2018) con modificaciones. Se pesaron 50 mg de harina de galleta y se suspendi6 en
I mL de etanol al 80 %. Los extractos se sonicaron durante 15 min y posteriormente, se

centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se recupero y el residuo
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solido se sometid a una segunda etapa de extraccion bajo las mismas condiciones. Ambos
sobrenadantes se mezclaron y se concentraron hasta sequedad a presion reducida y una
temperatura de 45 °C. El residuo resultante se reconstituyo con 1 mL de etanol al 80 % para su
uso.

9. Digestibilidad de proteina in vitro (DPIV)

La digestibilidad proteica in vitro de las galletas se determin6d siguiendo el método
reportado por Tinus y col (2012) basado en el método de Hsu 'y col (1977). Se peso el equivalente
a312.5 mg de proteina de galleta, la cual se rehidrat6é en 50 mL de agua destilada a 37°C durante
1 h con agitacion constante (85 rpm) y transcurrido ese tiempo, se ajustd el pH (potencidmetro
marca Hanna Instruments) a 8.0 con NaOH/HC1 0.1 M. Se prepar6 al momento del analisis 10
mL de una solucién multienzimatica compuesta por tripsina, quimotripsina y proteasa,
previamente ajustada a pH 8.0.

Se afiadieron 5 mL de la solucion a la dispersion de la muestra tomando la lectura de pH
inicial y final después de 10 minutos en agitacion (85 rpm). El cambio en el pH a los 10 min de
la digestion (ApH10 min) se utilizé para calcular el porcentaje de digestibilidad proteica in vitro
(DPIV) de las muestras con la siguiente férmula:

%DPIV=65.66+18.10(ApH10min)
10. Simulacion de Digestion Gastrointestinal INFOGEST 2.0

La simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro se llevd a cabo de acuerdo con el
método INFOGEST 2.0, descrito por Brodkorb y col (2019). Se pesaron 5 g de harina de galleta
y se suspendieron en agua destilada para simular el bolo. La muestra se mezclé con fluido salival
simulado (pH 7, 37 °C) y amilasa salival (300 U/mL de digesta) durante 2 min con un volumen

final de 15 mL (fase oral). Para la fase géstrica, se agregd jugo gastrico simulado (pH 3, 37 °C)
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que contenia pepsina (2000 U/mL de digesta) y lipasa gastrica (60 U/mL de digesta),
incubandose durante 120 min con un volumen final de 30 mL. Finalmente, para la fase intestinal,
se afiadio jugo intestinal simulado (pH 7) que contenia pancreatina (100 U de actividad de
tripsina/mL de digesta) y sales biliares (10 mmol/L de digesta total) y se incubd durante 120
min con un volumen final de 50 mL. La reaccidon enzimatica se detuvo a través de un bafio
térmico a 100 °C por 5 min.

Después de detener la digestion, las muestras se dividieron por centrifugacion (13 000 xg
a 4 °C durante 15 min) mediante la recoleccion del sobrenadante (fraccion soluble) y el
sedimento (fraccion insoluble), respectivamente. Para obtener las fracciones de menor peso, las
fracciones digeridas de galletas se separaron por medio de membranas de ultrafiltracion

(Amicon Ultra-15 10 k) para obtener péptidos de tamafio menor a 10 kDa.

11. Caracterizacion proteinica

a. Extraccion de proteina

Se realizo de acuerdo con lo reportado por Montoya-Rodriguez y col (2014) con
modificaciones. El extracto de proteina se prepard usando una solucion de buffer fosfato salino
(PBS) 0.05 mM a un pH de 7.4. Se pasaron 10 mg de muestra y suspendieron en 1 mL de PBS.
Las muestras se agitaron por 15 min y se sonicaron durante 5 min. La mezcla se centrifugé a
14000 g por 10 min a 4 °C, se recolectaron los sobrenadantes y se mantuvieron a -20 °C hasta

su uso.
b. Perfil de proteinas (SDS-PAGE)

El ensayo se llevo a cabo a temperatura ambiente por el método de Laemmli (1970). Se

utilizé una unidad de electroforesis en el Mini-Protean 3 (Bio-Rad) y gel Criterion TGXTM
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Precast Any kD (5671124 Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, EE. UU.). Las muestras se
disolvieron en buffer Laemmli (Tris-Tricina 0,1 M, pH 6,8, SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%
y azul de bromofenol al 0,025%), las muestras se hirvieron durante 5 min, se cargaron en el gel
(1 equivalente a 15 pug de proteina/pocillo) y se corrié a 110 V. El gel se tifio6 usando azul de
Coomassie R250 al 0.125% en acido acético al 7% y soluciéon de MeOH al 40% (v/v) por 24 h
y se destifid con una solucion de 4cido acético al 7% y EtOH al 30% (v/v) por 30 min. Como
marcador molecular se utilizé el estandar Precision Plus ProteinTM (10-250 kDa, Bio-Rad

Laboratories Inc., CA, EE. UU.).
¢. Proteina soluble

La proteina soluble total se determind mediante el BCA-Protein Assay kit (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL). Este es un ensayo colorimétrico para la concentracion de proteina
soluble. Se colocaron 25 ul de muestra (harina sin digerir, fraccion digerida soluble e insoluble)
con 200 pl de reactivo de trabajo (preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante
mezclando reactivo A con el reactivo B) y se incub6 a 37°C durante 30 min. La placa se enftrio
hasta alcanzar temperatura ambiente y se mididé la absorbancia a 562 nm usando un
espectrofotometro. El volumen del sobrenadante se multiplicé por la concentracion de proteina
para determinar la cantidad de proteina y la recuperacion de la proteina usando la ecuacion:

» ) i digestato
Recuperacion de proteina (%) = Proteina en —— x 100
muestra inicial

d. Cuantificacion de péptidos

El ensayo de péptidos colorimétricos se determind mediante el Pierce™ Quantitative
Peptide Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). Se colocaron 20 pul de curva y

fracciones digeridas solubles e insolubles y se mezclaron con 180 pul de reactivo de trabajo
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(preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante mezclando reactivo A, reactivo By
reactivo C) en una placa de 96 pocillos. Se agité la placa por 30 segundos, se incubd a
temperatura ambiente por 30 min y se midio la absorbancia a 480 nm usando un

espectrofotometro.

12. Compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante de fracciones digeridas

insolubles y solubles (<10 kDa) de galletas.
a. Compuestos fendlicos totales (CFT)

La cuantificacion de compuestos fenolicos totales se llevo a cabo utilizando el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton y col (1999). Este método consiste en
mezclar acido fosfotingstico y 4cido fosfomolibdico que se reduce, por la accion de los fenoles,
en una mezcla de 6xidos azules de tungsteno en un medio altamente basico (carbonato de sodio
al 7 %). Se colocaron 20 pL de la curva y extracto en una placa de 96 pocillos, posteriormente
se afiadieron 180 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y 50 puL de carbonato de sodio al 7%.

La placa se incub6 a temperatura ambiente durante 90 minutos en oscuridad y, una vez
finalizado el tiempo, se tomo la lectura a 750 nm. La cuantificacion se llevo a cabo utilizando
una curva de 4cido galico y los resultados se expresaron como mg equivalentes de 4cido galico

(EAG) por 100 g de muestra.
b. ABTS

La actividad antirradical se determind mediante el ensayo del radical cationico ABTS
siguiendo el método descrito por Re y col (1999). La solucién madre del radical se generd

haciendo reaccionar una soluciéon de ABTS con persulfato de potasio (2.45 mM, concentracion
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final), manteniendo la mezcla en oscuridad y a temperatura ambiente durante 12—16 h antes de
su uso.

Previo al ensayo, una alicuota de la solucion con radical ABTS (2.45 mM ) se diluy6 en
PBS (pH 7.4) hasta alcanzar una absorbancia de 0,7 + 0,02 a 734 nm. En una placa transparente
de 96 pocillos, se colocaron 7.5 ul del blanco (PBS), los extractos y la curva. Posteriormente,
se agregaron 292.5 ul de solucion ABTS ajustada y se dejé incubando durante 10 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se tomo la
lectura a 732 nm La pérdida de absorbancia de ABTS se calculd con respecto al blanco y los
datos se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por 100 g de muestra (umol de

ET /100 g).
13. Indice de Bioaccesibilidad e indice de recuperacién
a. Indice de bioaccesibilidad (IB)

El indice de bioaccesibilidad se define como la proporcion de un compuesto que se libera
de la matriz alimentaria durante el proceso digestivo y queda disponible para su potencial

absorcion en el intestino. Se calculd a partir de la ecuacion reportada por Ortega y col (2011):
% Indice de Bioaccesibilidad = (S/A) x 100

Doénde: S es el contenido del compuesto en la fraccion digerida soluble después de la digestion
gastrointestinal y A es el contenido total del compuesto en el digerido (fraccion digerida soluble

+ fraccion digerida insoluble) después de la digestion.
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b. Indice de recuperacion (IR)

El indice de recuperacion representa la cantidad de compuesto presente en el digerido total
(soluble + insoluble) después de la digestion gastrointestinal de la matriz alimentaria. Se calculo

con la siguiente ecuacion reportada por Ortega y col (2011):
% Indice de Recuperacion = (A/B) x 100

Donde: A es el contenido total del digerido completo (Soluble + insoluble) y B es el contenido

total del compuesto en la muestra antes de la digestion.

14. Actividad antiinflamatoria de fracciones digeridas insolubles y solubles (<10 kDa) de

galletas

La linea celular RAW 264.7 de células de raton se cultivo en medio DMEM suplementado
con 10 % de suero fetal bovino y 1 % de penicilina / estreptomicina e incubada a 37 °C en 5 %
de CO; (Milan-Noris y col., 2018). El medio de cultivo se cambi6 cada 2 dias. Las células se
sembraron a una densidad de 5x10* células/pozo en una placa de 96 pocillos y, tras verificar su
completa adhesion, se trataron con las fracciones digeridas solubles (FS) e insolubles (FI) de
cada galleta a concentraciones de 1 a 4 mg/mL durante 24 h. Las muestras se esterilizaron

previamente por filtracion.

Para inducir la respuesta inflamatoria, las células se trataron con 1 pg/mL de
lipopolisacarido LPS disuelto en medio de crecimiento. Como controles del ensayo, se utilizaron
células con medio con LPS (control positivo) y células solo con medio (control negativo).
Transcurrido un periodo de 24 h de incubacion con los tratamientos, se recolectaron alicuotas
del medio y fueron guardadas en congelacion (-20 °C) para futuras evaluaciones de marcadores

proinflamatorios.
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a. Viabilidad celular

La viabilidad de las células RAW 264.7 se determin6 mediante el ensayo de proliferacion
celular (CellTiter® 96 Aqueous One Solution) utilizando el compuesto tetrazolio MTS
combinado con el reactivo fenazina de ethosulfato (PES) (Promega Corporation, Madison, W1,
USA). Las células se sembraron en una placa de 96 pozos con una densidad de 5x10*
células/pozo y se incubaron durante 24 h a 37 °C, 5 % CO; para permitir su adhesion.
Transcurrido este tiempo, se removid el medio de crecimiento y se trataron las células con los
tratamientos estériles disueltos en medio de cultivo completo a una concentracion maxima de 4

mg/mL. Las células tratadas con medio de cultivo completo sirvieron como control.

Después de 24 h de tratamiento, se midi6 la viabilidad celular removiendo el medio de
crecimiento, se adicionaron 100 pL de medio de crecimiento y 20 pL de reactivo MTS. Las
placas se incubaron durante 1 h a 37 °C en 5 % CO? y la absorbancia fue leida a 490 nm,
utilizando un lector de microplacas (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Los resultados
se expresaron como porcentaje de células viables con respecto a las células tratadas s6lo con

medio de cultivo.
b. Evaluacion del contenido de 6xido nitrico (NO)

El 6xido nitrico es un producto celular liberado por macrofagos después de una
estimulacion inflamatoria y es oxidado a nitrito o nitrato por el oxigeno. La produccion de nitrito
se midi6 mediante la reaccion de reactivo de Griess descrito por Martinez-Villaluenga y col
(2009). En una placa de 96 pocillos, se colocaron 100 puL de medio recolectado de las células
tratadas y controles (+y -) con 100 pL de reactivo de Griess (1 % sulfanilamida y 0.1 % N-1-
(naftil) etilendiamina-diHCl en 2.5 % H3PO4). La mezcla se mantuvo en incubacion durante 10
minutos a 25 °C y la absorbancia fue leida a 550 nm en un lector de microplacas. La
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concentracion de NO se calculd mediante la interpolacion de los valores de absorbancia en una

curva estandar de nitrito de sodio (0-10 ug/mL) como estandar.

15. Actividad antimicrobiana de fracciones digeridas insolubles y solubles (< 10 kDa) de

galleta

La actividad antimicrobiana de fracciones digeridas insolubles (FI) y solubles (FS) (<10
kDa) se realiz6 sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923. Primeramente, se tomaron bacterias previamente congeladas y se llevaron a 1X10°
UFC/ml, después se incubaron en una microplaca de 96 pozos (Corning, Nueva York, Estados
Unidos) conteniendo medio Mueller-Hinton con los tratamientos a concentraciones de 4. 8 y 10
mg/mL. Como controles, se usaron bacterias en Mueller-Hinton sin tratamiento como control
de crecimiento y como control de inhibicion de crecimiento se utiliz6 gentamicina a 100 pg/mL,
los cultivos se incubaron a 37 °C haciendo lecturas cada 30 minutos durante 3.5 h para evaluar

la actividad antimicrobiana de los tratamientos.

16. Actividad Antiparasitaria de fracciones digeridas insolubles (<10 kDa) de galletas

a. Preparacion de medios TYI-S-33

Para la preparacion de los medios TYI-S-33 se aplico el método de Bagchi (2012). El
medio se compone de KoHPO4 (0.2525g), KH2PO4 (0.1623g), acido ascorbico (0.0513g),
cisteina (0.5015g), bilis (0.2095g), amonio Fe™ (0.0062g), NaCl (0.57g), peptona (5g), levadura
(2.5g) y glucosa (2.5g). Se mezclaron los componentes, se disolvieron en 150 mL de agua
desionizada. Posteriormente, el pH fue ajustado a 7.0 y se aforé a 250 mL con el mismo
disolvente. Se procedio a prefiltrar con un embudo de vidrio y papel filtro Whatman niimero 2.

La solucidn filtrada fue llevada a una campana de bioseguridad nivel II y, posteriormente, se
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uso el kit de filtracion por vacio. Una vez realizado este proceso, se agregaron 277.5 uL de
gentamicina (se colocan 15 pL por cada 13.5 uL de medio). Finalmente, se distribuyeron los
250 mL de medio en 18 tubos de cristal con capacidad de 15 mL, agregando un volumen de 13.5

mL de medio y 1.5 mL de suero fetal bovino. Posteriormente se cerraron y sellaron los tubos de

cristal con Parafilm® y se almacen6 a 37 °C durante 48 horas.

b. Cultivo de Giardia duodenalis en medio TYI-S-33

El cultivo de G. duodenalis se realiz6 en medio TYI-S-33 y suero fetal bovino al 10%,
bilis 1 g/L, pH de 7.0, 50 ng/mL de gentamicina y se filtr6 con membrana de 0.45 pm. Los
trofozoitos fueron cosechados en tubos falcon de 15 mL con medio nuevo por enfriamiento a
4°C, se centrifugaron a 1500 rpm durante 8 min (Bagchi, 2012). El sobrenadante se decantd y
la pastilla se resuspendi6 con 1.5 mL de suero fetal bovino; se homogeneizo y se afadieron 13.5
mL de medio nuevo, finalmente se incubd a 37 °C por 24 h (Tasca y col., 2005). Al obtener el
nimero necesario de trofozoitos se procedio a decantar el medio de cultivo a tubos falcon de 15
mL, se centrifugaron a 1500 rpm durante 8 min a 4°C posteriormente se retird el sobrenadante,
la pastilla se resuspendid en 90% de suero fetal bovino y 10% de DMSO para su

criopreservacion a -70 °C y uso posterior (Bagchi, 2012).

c¢. Evaluacion de la actividad antiparasitaria

La evaluacion de la actividad antiparasitaria se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia
descrita por Jiménez-Beltran (2018) y Mora-Rochin y col (2024), con modificaciones. El ensayo
de actividad contra G. duodenalis se realiz6 en placa de cultivo celular de 24 pozos (1.5
mL/pozo). Se utilizaron cultivos de 24 h con una densidad de 5x10° Giardias/mL. Para el ensayo

se utilizaron concentraciones de 50, 100, 500 y 1000 pg/mL de fraccion digerida insoluble
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(FI) (<10 kDa). El desarrollo del cultivo de G. duodenalis se observd en el microscopio
invertido y transcurridas 24 horas, se tomaron 10 pL del cultivo y se colocaron en una camara
de Neubauer. Los datos obtenidos se reportaron como porcentaje de inhibicion de crecimiento

del parasito Giardia duodenalis.

17. Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos de las harinas de frijol Azufrado Higuera Crudo (HFAC) y
Extrudido (HFAE) se analizaron mediante una prueba t- Student para comparacion de medias,

utilizando un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).

Los resultados obtenidos de la galleta de avena sin adicionar (GA) y la galleta de avena
adicionada con frijol extrudido (GAFE) se analizaron mediante la prueba de t-student, utilizando
un nivel de confianza del 95% (p <0.05). Se agreg6 una tercera galleta que sera utilizada como

un valor de referencia conocida como galleta de avena comercial (GAC)

Dado que los datos del andlisis sensorial no siguieron una distribucion normal, se utilizo
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para su analisis, por ser adecuada para variables

medidas en escalas hedonicas y de preferencia.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las fracciones digeridas insoluble (FI)
y soluble (FS) de las galletas se analizaron mediante una prueba de Dunnet. Esta prueba se
selecciond debido a que permite comparar multiples tratamientos exclusivamente contra un

control utilizando un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).
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VIII. RESULTADOS

A. Composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y nutricionales de harinas

crudas y extrudidas de frijol Azufrado Higuera.

1. Composicion quimica

En el Cuadro 4 se observa la composicion proximal de frijol azufrado higuera crudo
(HFACQ) y frijol azufrado higuera extrudido (HFAE). En el contenido de proteina, se obtuvieron
valores de 22.39% en HFAC y 23.38% en HFAE. Los resultados obtenidos en el contenido de
proteina se encuentran dentro de los porcentajes reportados en la literatura, que oscilan entre
18-30% del peso total del frijol (Choudhury y col., 2025). Aunque el frijol fue sometido al
proceso de extrusion, no se observaron diferencias significativas entre ambas
harinas. Tendencias similares fueron reportadas por Osuna-Gallardo y col. (2023) en donde no
hubo un cambio significativo en el contenido de proteina en las harinas de frijol ayocote crudo,
cocido y extrudido en las mismas condiciones utilizadas en este estudio (137 °C). La extrusion
es un proceso térmico donde tiene la ventaja de utilizar los granos completos, y no genera
efluentes contaminantes, por lo tanto, se puede esperar que este parametro no sufra cambios en

el contenido de nitrégeno total.

En el contenido de lipidos se obtuvieron valores de 1.154% en HFAC y 0.509 % en la
HFAE, por lo que, el proceso de extrusion disminuy6 (p < 0.05) el contenido de lipidos alrededor
del 55% en comparacion con la harina sin procesar. El proceso de extrusion es un proceso
térmico donde se utilizan altas temperaturas (137 °C), lo que reduce la actividad de enzimas

como las lipasas y promueve la oxidacion de acidos grasos (Osuna-Gallardo y col., 2023).
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Cuadro 4. Composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y nutricionales de harinas crudas

y extrudidas de frijol Azufrado Higuera.

Composicion proximal (%bs)

HFAC

HFAE

Proteinas
Lipidos
Minerales
Carbohidratos
Fisicoquimicas
Color
L*
a*
b*
AE
Actividad de agua
pH
Tecnofuncionales
Indice de absorcion en agua'
indice de solubilidad en agua >

Indice de solubilidad en aceite >

Antinutricionales

Inhibidores de tripsina *

22.398+0.522¢%
1.154+0.076°
4.466+0.172%

72.284+0.600%

84.127 +2.355°
0.617+0.098"
10.493+0.874°
10.730+0.526°
0.417+0.011°

6.533+0.057°

2.471£0.025°
27.519+0.332°

1.645+0.123

1.774+0.009?
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23.3814+0.3712
0.509+0.013°
4.326+0.076*

71.992+0.363%

72.03+4.37°

1.273+0.116°
11.609+1.1382
25.525+1.3212
0.427+0.003"

6.766+0.057%

4.58140.1152
21.434+1.055°

1.839+0.122°

0.1666+0.012°



Acido Fitico: 1922.1+£70.6* 1832.1+£25.2°
Saponinas 2.031+0.050° 0.320+0.001°

Lectinas D ND

Los valores se representan con medias + la desviacion estdndar de tres réplicas. Letras
minusculas diferentes en superindice indican diferencia estadistica t-student (p <0.05). HFAC=
harina de frijol azufrado higuera crudo, HFAE= harina de frijol azufrado higuera extrudido. D=

Detectado. ND= No detectado

lg gel/g muestra seca

2g de solidos/ 100g muestra seca

3ml de aceite absorbido/ g de muestra seca
4UIT/mg

>ng equivalentes de fitato de sodio/g

® mg ED/100 g muestra seca
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Por otro lado, los resultados obtenidos mostraron que durante el proceso de extrusion del
frijol no tuvo un impacto significativo en el contenido de minerales, con valores de 4.46% en
HFAC y 4.36% en HFAE. Ademas, no se observaron diferencias significativas en el contenido

de carbohidratos, con valores de 72.28% en HFAC y 71.99% en HFAE.

2. Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas en los alimentos son parametros esenciales para definir
la calidad final del producto, ya que pueden influir en el disefio y el control de calidad durante
el procesamiento de los alimentos (Igual y Martinez-Monzo., 2022). En el Cuadro 4 se
muestran las propiedades fisicoquimicas de la harina de frijol azufrado higuera crudo (HFAC)
y la harina de frijol azufrado higuera extrudido (HFAE). El color se considera un atributo fisico
importante de los alimentos, mostrando como un indicador de la calidad fisicoquimica y
sensorial del producto y se puede evaluar utilizando el sistema visual humano o instrumentos
de medicion de color (Dutha y Nath., 2024). La escala CIELAB, es uno de los sistemas de
medicion de color mas utilizados, permitiendo describir el color en tres parametros: L*
(Luminosidad), a* (+a indica rojo, -a indica verde) y * (+b indica amarillo, -b indica azul), y
cuantificar las diferencias de color (AE) de las muestras. En la medicion de color de las harinas,
se obtuvieron valores de 84.127 en HFAC y 72.03 en HFAE en el pardmetro L* (luminosidad)
registrandose una disminucion significativa de este valor después del proceso de extrusion, por
lo que la harina se volviéo mas oscura. En el parametro a* (+a indica rojo, -a indica verde), se
obtuvieron valores de 0.617 en HFAC y 1.273 en HFAE, indicando que el proceso de extrusion
aumento su valor en este parametro y que el producto final, HFAE, se encuentre en un rango de
coloracion cercano al color rojo. La misma tendencia se observo en el parametro b* (+b indica

amarillo, -b indica azul), donde HFAE tuvo un valor mayor de b* (11.069) en comparacién con
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HFAC (10.493). Sin embargo, ambas harinas se encuentran en un rango de coloracion mas
cercano al amarillo. En la diferencia total de color (AE), HFAE presentd un valor de 25.525,
significativamente mayor (p <0.05) de AE en comparacion con la HFAC, que fue de 10.730, lo
que indica un cambio global de color perceptible. Los cambios de color observados después del
proceso de extrusion puede atribuirse a que ocurren reacciones quimicas como la de Maillard,
provocado por la aplicacion de altas temperaturas durante el procesamiento, donde los azlicares
reductores pueden reaccionar con los grupos amino de las proteinas, favoreciendo el
oscurecimiento del producto y por lo tanto se ve reflejado en el incremento en la diferencia total

de color (Quispe y col, 2025).

La actividad de agua (aw) es la relacion entre la presion de vapor del alimento y la presion
del agua destilada en condiciones idénticas y su evaluacion en un alimento es importante ya que
puede proporcionar informacién sobre la calidad de un producto, ofreciendo datos sobre la
posibilidad de que se produzca crecimiento microbioldgico en el producto, con el fin de conocer
la estabilidad y la durabilidad del alimento (Sanadulachi., 2012). La actividad de agua (aw) de
las harinas HFAC y HFAE tuvieron valores de 0.417 y 0.427, indicando que las harinas
contienen bajo contenido de humedad, ya que se sitian por debajo de 0.6. Al tener un bajo
contenido de humedad, esto ayuda a prevenir la proliferacion de microorganismos patdogenos y

a garantizar la calidad del producto (FAO, 2025).

El pH en los alimentos puede influir en numerosos fendmenos y procesos, tales como
las propiedades de las proteinas, las actividades enzimaticas, el crecimiento y la mortalidad de
los microorganismos, y reacciones quimicas como la reaccion de Maillard. Por lo que medir
este pardmetro es necesario para producir productos seguros, de alta calidad y con valor afiadido

(Andres-Bello y col., 2013). En la medicion del pH se observd un aumento significativo (p <
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0.05) en HFAE (6.76) en comparacion con HFAC (6.53). Este incremento podria atribuirse a la
solubilizacion y exposicion de grupos amino de las proteinas durante el proceso de extrusion, lo

cual puede modificar el pH final de la muestra (Osuna-Gallardo y col., 2023).

3. Propiedades tecnofuncionales

Las propiedades tecnofuncionales se refieren a las propiedades fisicas y quimicas que
pueden influir en el comportamiento de los alimentos durante su procesamiento y consumo,
impactando en las caracteristicas sensoriales de los alimentos y determinar su uso final
(Shevkani y col., 2024). En el Cuadro 4 se muestran las propiedades tecnofuncionales de frijol
azufrado higuera crudo (HFAC) y frijol azufrado higuera extrudido (HFAE). En el indice de
absorcion en agua (IAA), se observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre las muestras
tras el proceso de extrusion, pasando de 2.471 g gel/g muestra seca en HFAC a 4.581 g gel/g
muestra seca en HFAE. Este fenomeno se puede atribuir a las elevadas fuerzas de cizallamiento
mecanico y el tratamiento térmico que pueden alterar la organizacion estructural de las
macromoléculas (Xu y col., 2025). Por un lado, la gelatinizacion del almidon durante el proceso
de extrusion provoca la pérdida de su estructura cristalina y una reorganizacién molecular que
expone una mayor cantidad de grupos hidrofilicos, facilitando la retencion de agua. Por otro
lado, la desnaturalizacion proteica y la posible fragmentacion de cadenas polipeptidicas exponen
sitios activos polares que antes se encontraban ocultos en la estructura nativa, potenciando la
capacidad de hidratacién de la harina (Lin y col., 2020; Osuna-Gallardo y col., 2023). La
absorcidn en agua es una propiedad técnicofuncional importante para aplicaciones de panaderia

y puede estar relacionada con las propiedades reoldgicas de la masa (Dogruer y col., 2023).

En el indice de solubilidad en agua (ISA) se obtuvieron valores de 27.519 g de so6lidos/

100g muestra seca en HFAC y 21. 434 g de s6lidos/ 100g muestra seca HFAE, observandose
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una disminucién en este parametro después del proceso de extrusion. Este resultado podria
atribuirse a la presencia de aminoacidos polares con cargas opuestas (por un lado, acidos
glutamico y aspartico, y por el otro, lisina y arginina), los cuales promueven el fenémeno de
asociacion y disociacion, influyendo en la solubilidad. Al pasar por un proceso térmico
prolongado como la extrusion, se puede dar la deprotonacion de algunos aminoacidos, como
arginina y lisina, que conduce a la agregacion de la proteina y la reduccion de la solubilidad de
las harinas (Montoya-Ramos, 2023). También se ha relacionado el contenido de humedad previo
al proceso de extrusion con la solubilidad y absorcion de agua final, ya que las harinas que son
alimentadas en el extrusor contienen agua que actia como plastificante y probablemente
reducen el cizallamiento y la degradacion del almidén durante la extrusion. Por lo que una
humedad alta en la materia prima antes de alimentarla en un extrusor (en este caso, la harina de
frijol fue humectada para alcanzar un 28% de humedad antes de extrudir) puede causar que haya

un IAA mas alto y un ISA mas bajo (Sotelo-Diaz y col., 2023).

En el indice de absorcion en aceite (IAC), el procesamiento térmico del frijol no impactd
en este parametro, obteniendo valores de 1.645 mL de aceite absorbido/g de muestra seca en
HFAC y 1.839 mL de aceite absorbido/g de muestra seca en HFAE, por lo que no se observaron
diferencias significativas (p < 0.05) entre las muestras. Algunos estudios han coincidido que el
procesamiento del frijol no tiene un impacto significativo en este parametro como en el estudio
de Montoya-Ramos (2023), en el cual se reportaron valores de 0.76 a 0.8 g/g en harinas de ftijol
extrudidas en diferentes temperaturas (140, 160 y 180 °C) sin observar diferencias significativas

entre las harinas procesadas térmicamente en comparacion con la harina de frijol sin procesar.

La absorcion en aceite es un pardmetro importante en harinas y proteinas de origen

vegetal, ya que puede influir en el sabor, la textura y la sensacion en la boca, ademas de influir
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en el rendimiento final del alimento y puede ser esencial en la fabricacion de alimentos como
productos de panaderia, bebidas, aderezos para ensaladas y productos carnicos. Este parametro
depende del atrapamiento fisico del aceite dentro de las proteinas y de enlaces no covalentes,
como los enlaces hidrofobicos, electrostaticos y de hidrogeno, que son fuerzas que intervienen
en las interacciones entre lipidos y proteinas. La retencion de aceite seria el resultado de la union
de las cadenas de hidrocarburos del aceite a las cadenas laterales no polares de los aminoacidos

(Wang y col., 2020).

4. Compuestos Antinutricionales

Los compuestos antinutricionales se asocian principalmente con compuestos o sustancias
que pueden interferir en la absorcion de nutrientes y acttian reduciendo la digestibilidad y otros
efectos adversos, como nauseas, hinchazon, deficiencias nutricionales, etc. En los ultimos aflos
se ha demostrado que estos compuestos quimicos pueden resultar claramente beneficiosos para
el ser humano cuando se consumen con moderacién al proporcionar bioactividades como
antioxidantes y antimicrobianas (Popova y Mihaylova., 2019). Entre los compuestos
antinutricionales en fuentes alimentarias de origen vegetal se pueden encontrar inhibidores de

tripsina, saponinas, lectinas y 4cido fitico, tal como se muestra en el Cuadro 4.

En el contenido de inhibidores de tripsina mostr6 una disminucion significativa (p < 0.05)
después del proceso de extrusion de 1.7774 a 0. 1666 UIT/mg, representando una reduccion en
la actividad de alrededor del 90.64%. Este resultado se puede deber a que los inhibidores de
tripsina son proteinas termolabiles que pueden perder su actividad durante el procesamiento
térmico (temperaturas mayores a 100 °C) por la desnaturalizacion y desdoblamiento de la
proteina (Osuna-Gallardo y col., 2023). Corzo-Rios y col. (2020) reportaron una disminucion

significativa en distintas variedades de frijol comun, como blanco, pinto, flor de mayo y negro,
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y frijol ayocote después del proceso de coccion (TE= 120 °C), hasta el grado que el contenido

de inhibidores de tripsina era indetectable.

Los inhibidores de tripsina son compuestos asociados al aumento de la actividad secretora
pancreatica, el aumento de la hipertrofia pancreatica y la disminucion de la digestibilidad de las
proteinas al interferir en la actividad de la tripsina y quimiotripsina (Salim y col., 2023). Por lo
que su disminucion después del procesamiento podria mejorar la digestibilidad y la seguridad

alimentaria del alimento.

En el contenido de 4cido fitico se obtuvieron valores de 1922.1 pg equivalentes de fitato
de sodio/g en HFAC y 1832.1 nug equivalentes de fitato de sodio/g en HFAE, sin observarse
diferencias significativas (p > 0.05). El 4cido fitico es el principal componente antinutricional
en leguminosas y se caracteriza por ser un agente quelante fuerte, el cual forma complejos con
proteinas y minerales, como Ca, Fe,Zn y Mg, y puede influir en que dichos nutrientes no estén
disponibles. También se ha reportado que tienen actividad antioxidante, antibacteriana,
antidiabética y anticancerigena, asi como su participacion en la reduccion de los niveles de
colesterol y triglicéridos en la sangre e inhibicion de la formacion de calculos renales (Nartea y

col., 2023).

Se ha reportado que el proceso de extrusion puede disminuir el contenido de acido fitico
en cereales como el trigo; sin embargo, no es comin este comportamiento en leguminosas. Se
considera que las condiciones de humedad y extrusion pueden ser un factor que influye en el
contenido de 4cido fitico, como temperaturas por debajo de 150 °C de extrusion no afecta su
contenido (Singh y col., 2007). Este comportamiento es similar al reportado por Montoya-

Ramos (2023), donde no se observaron diferencias significativas en el contenido de 4cido fitico
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entre el frijol crudo, frijol cocido y frijol extrudido en distintas temperaturas (140, 160 y 180

°Q).

En el contenido de saponinas, se observo una disminucion significativa (p < 0.05) entre
HFAE (0.320 mg ED/100 g de muestra seca) al compararse con HFAC (2.031 mg ED/100 g de
muestra seca). Las saponinas son metabolitos secundarios tensioactivos no volatiles que se
encuentran normalmente en plantas, y estructuralmente estan compuestas por un resto de
azlcar unido a un grupo esteroide (o triterpenoide) y su degradacion durante el proceso de
extrusion puede explicarse por el hecho de que el enlace entre la posicion C-3 del sapogenol B
(triterpenoide) y la cadena de azlcares se rompe, generando una aglicona y una molécula de
azulcar; si el procesamiento se realiza a temperaturas mayores a 100 °C, las cadenas principales
de la aglicona también pueden romperse ( Corzo-Rios y col., 2020). Estudios previos han
reportado tendencias similares a las observadas en este estudio utilizando el proceso de extrusion
en granos. Sanchez-Velazquez y col. (2021) reportaron una disminucién del 13% en el
contenido de saponinas en frijol pinto después del proceso de extrusion. Corzo-Rios y col.
(2020) reportaron rangos similares en el contenido de saponinas en frijol comin y frijol ayocote,
donde también se observd que después de procesamiento térmico se redujo el contenido de

saponinas hasta un 42%.

Las saponinas se encuentran presentes en leguminosas como el frijol, especias y hierbas.
Tradicionalmente, se consideran antinutrientes por conferir astringencia y un sabor amargo en
los alimentos. Ademas, se ha demostrado que disminuyen la disponibilidad fisioldgica de
nutrientes y enzimas, dificultando la actividad de ciertos catalizadores metabdlicos, como la
tripsina y la quimotripsina, afectando a la digestibilidad de las proteinas (Salim y col., 2023). A

pesar de sus efectos adversos y el ser considerados antinutrientes, las saponinas poseen
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beneficios a la salud como actividad anticancerigena, hepatoprotectora y antioxidante. También
se ha atribuido el efecto benéfico de las saponinas en las membranas celulares biologicas, ya
que pueden mejorar la permeabilidad de las células de la mucosa intestinal, inhibiendo el
transporte de la mucosa activa y facilitar la absorcioén de sustancias que normalmente no suelen

hacerlo (Nikmaram y col., 2016; Sharma y col., 2023).

En el contenido de lectinas s6lo se detectaron en HFAC. Las lectinas son glicoproteinas
que conforman entre el 2-10% del peso del grano y pueden inhibir enzimas digestivas, pero se
ha observado que, durante el procesamiento térmico, como la extrusion, estas disminuyen a tal
grado de ser indetectables. Osuna-Gallardo y col (2023) evaluaron el contenido de lectinas en
harinas de frijol ayocote cocido, extrudido y sin procesar, donde se observd mayor contenido de
lectinas en el frijol sin procesar, mientras que el proceso de coccidon elimind en su totalidad estos

compuestos.

B. Composicion quimica, propiedades fisicoquimicas, tecnofuncionales, sensoriales y

nutricionales de galletas

1. Composicion proximal

En el Cuadro 5 se muestra la composicion proximal de la galleta de avena sin adicionar
(GA) y la galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extrudido (GAFE). Los
resultados obtenidos indican que la adicion de harina de Frijol Azufrado Higuera Extrudido en
galletas de avena favorecié un incremento del 25% en el contenido de proteina en comparacion

con GA.
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Cuadro 5. Composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y nutricionales de galletas

MUESTRA
GA GAFE GAC

Composicion proximal (%bs)
Proteinas 15.023+0.405° 18.791+0.220*° 10.900+0.226
Lipidos 13.087+0.88*  11.220+0.158> 18.221+0.225
Minerales 3.884+0.012°  5.98+0.271% 1.359+0.016
Fibra 0.621+0.007°  1.817+0.073" ND
Carbohidratos 67.589+0.712° 62.788+1.298  69.519+0.340
Fisicoquimicas
Color

L* 74.739 £0.659* 75.741+1.856* 75.731+£2.472

a* 5.048+0.320*  4.9384+0.197* 6.143+0.491a

b* 19.333+0.736° 20.696+0.426* 25.931+1.074

AE 27.451+£0.495% 27.784+0.972* 29.677+0.855

Actividad de agua 6.133+0.057° 6.7+0.00* 7.866+0.057

pH 0.186+0.003°  0.352+0.004*  0.261+0.001
Tecnofuncionales

Indice de absorcion en agua!

2.730+0.014°
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indice de solubilidad en agua > 7.428+0.396°

Indice de solubilidad en aceite 1.55+0.1162
Nutricional

Digestibilidad proteinica in vitro (%)

Antinutricionales

Inhibidores de tripsina 4 ND
Acido Fitico® ND
Saponinas® 1.649+0.077%
Lectinas ND

82.855+1.045%

15.246+0.717° 26.348+0.759a

1.315+£0.119*  0.9566+0.118

83.76+0.00% 83.458+0.523
ND ND
ND 67.11+4.71

1.311+0.051°  1.482+0.081
ND ND

Los valores se representan con medias £+ la desviacion estandar de tres réplicas. Letras

minusculas diferentes en superindice indican diferencia estadistica t-student (p < 0.05).GA=

Galleta de Avena sin adicionar. GAFE= Galleta de Avena adicionada con frijol azufrado higuera

extrudido. GAC= Galleta de Avena Comercial (Se utilizd6 como valor de referencia) ND= No

detectado. bs= base seca.

lg gel/g muestra seca

2g de solidos/ 100g muestra seca

>mL de aceite absorbido/ g de muestra seca
4UIT/mg

ng equivalentes de fitato de sodio/g

® mgED/100 g muestra seca
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Este incremento podria atribuirse al mayor contenido proteico del frijol en comparacion con la
avena. Asimismo, el contenido de proteina en ambas galletas formuladas resultd superior al
valor observado en la galleta de avena comercial (GAC), la cual se empled como referencia
comercial. Se ha reportado que la adicidon de leguminosas puede favorecer el incremento de
proteinas en galletas elaboradas a base de cereales. Aslan y Isik. (2024) reportaron que las
galletas adicionadas con harinas de caupi, habas y frijol mungo aumentaban 4.50, 5.42 y 4.39
veces el contenido de proteina respecto a la galleta control. Hui y col. (2021) incorporaron
harina de tempeh de soya en galletas elaboradas a base de trigo en distintas concentraciones,
donde se observo que al aumentar el porcentaje de tempeh de soya en la mezcla, aumentaba el

porcentaje de proteina.

En el contenido de lipidos, al adicionar HFAE en las galletas, se observo una disminucion
del 14% en lipidos al compararse con GA. Se puede destacar que el contenido lipidico de frijol
extrudido (0.509%) es mucho menor que el de la avena (5.93%), por lo que, al sustituir parte de
la avena por harina de frijol, se diluye el contenido total de lipidos de la formulacion. Los valores
observados en ambas galletas son inferiores a GAC, lo cual podria explicarse por los tipos de
ingredientes que se encuentran presentes en la formulacion y que podrian estar contribuyendo
con un mayor aporte lipidico. Ghufran-Saeed y col. (2023) reportaron una tendencia similar a
lo observado en esta investigacion donde observaron que la incorporacion de harina de garbanzo
cocida y germinada en galletas de trigo disminuy6 hasta un 50% el contenido de lipidos al

aumentar el porcentaje de la harina funcional en las galletas.

En el contenido de minerales, se observaron diferencias significativas (p < 0.05) en las
tres galletas analizadas en este estudio, siendo GAFE con mayor porcentaje (5.98 %),

representando un incremento cercano al 54% del contenido de cenizas con respecto a GA
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(3.88%). Estos cambios significativos en el contenido de cenizas en las galletas podemos
asociarlos a que el frijol es fuente de minerales como hierro, zinc y cobre. Asimismo, cabe
destacar que el frijol present6d un contenido de cenizas de 4.32% (Cuadro 4), superior al de la
avena (1.8%). Esta diferencia sugiere que la sustitucion parcial con harina de leguminosa
enriquece la matriz alimentaria con minerales totales; no obstante, los valores globales de
cenizas en los productos terminados también reflejan el aporte de los demas ingredientes de la
formulacion (como sal, azlicar y polvo para hornear). Olaleye y col (2020) reportaron que la
incorporacion de harina de frijol lima en distintas concentraciones en galletas a base de harina
de papa dulce aumentaba el contenido de cenizas hasta un 96% al compararse con la galleta

control que no contenia harina de frijol.

En el contenido de fibra, GAFE fue la galleta con mayor porcentaje (1.817%) en
comparacion con GA (0.6215%), presentando un incremento aproximado de 190% en el
contenido de fibra al adicionar harina de frijol en la galleta, por lo que se puede atribuir al frijol
como el principal componente que aporta fibra al alimento. Estas tendencias son similares a las
reportadas por Rahman y col (2025), quienes elaboraron galletas de trigo, garbanzo y sorgo
germinado en diferentes proporciones (50:10:20:20, 50:20:10:20, 50:20:20:10) y mostraron
mayor contenido de fibra (1.67-1.90 g/100 g) en comparacion con la galleta control que era una
galleta de trigo (1.04 g/100g). Estos resultados sugieren que el uso de leguminosas, como el
frijol, puede mejorar significativamente el valor nutricional de la galleta, ya que la fibra esta

asociada con la salud intestinal.

En el contenido de carbohidratos se observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre
las dos galletas evaluadas. GA presentd un porcentaje de 67.58%, mientras GAFE mostro el

porcentaje mas bajo que fue de 62.78%. Esta disminucion puede atribuirse a la sustitucion de la
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avena por el frijol. Aunque ambas materias primas son fuentes de carbohidratos, la adicion de
frijol influy6 en el mayor contenido de proteina, fibra y cenizas en la galleta, lo que podria
modificar la distribucion porcentual de macronutrientes en la formulacion final. También podria
atribuirse al proceso de extrusion al que fue sometido el frijol, donde el almidén pasa por
cambios estructurales, como la gelatinizacion y la formacion de almidon resistente, y puede

estar relacionado con la disponibilidad final de algunos carbohidratos (Ali y col., 2024).

Estas tendencias son similares a los reportados en literatura respecto a la disminucion en
el contenido de carbohidratos. Chinenye Mba y col. (2023) elaboraron galletas de maiz
adicionadas con harina de frijol en diferentes proporciones (15-60%). En este estudio se observo
que al aumentar el contenido de la harina de frijol disminuye el porcentaje de carbohidratos
hasta un 11% en comparacion con la galleta control que era una galleta 100% harina de maiz,
sugiriendo que la reduccidén en carbohidratos es un efecto consistente cuando se sustituyen

harinas de cereal por leguminosas en productos horneados como galletas.

Estos resultados evidencian que la incorporacion de harina de frijol azufrado higuera
(HFAE) en la formulacién de galletas de avena modificé el perfil nutricional del producto final,
al incrementar el contenido de proteinas y cenizas, acompanado con la reduccion en el
porcentaje de lipidos y carbohidratos. Asimismo, el proceso de extrusion pudo contribuir en las
modificaciones estructurales en los componentes del frijol, influyendo en sus propiedades
nutricionales, funcionales y digestivas. En general, los resultados obtenidos demostraron que
la formulacion propuesta permitié desarrollar una galleta con un perfil nutricional mas

balanceado en comparacion con una galleta que se puede adquirir comercialmente
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2. Propiedades Fisicoquimicas

En la Figura 6 y en el Cuadro 5 se muestran las galletas y las propiedades
fisicoquimicas de la galleta de avena sin adicionar (GA) y la galleta de avena adicionada con
frijol azufrado higuera extruidida (GAFE). Respecto a la luminosidad (L*), no se observaron
diferencias significativas entre las galletas evaluadas, lo que indica que la incorporacion de la
HFAE no altero este parametro; los valores obtenidos fueron similares a los de GAC, la cual fue
formulada para mantener un atractivo visual para el consumidor. En el valor de a*, no se
observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las muestras, por lo que la adicion de
HFAE en GAFE no tuvo un impacto en este parametro. De acuerdo con el sistema CIELAB, los
valores de a* corresponden a las coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde) y con

los datos obtenidos, las galletas se encuentran mas cercanas al color rojo.

En el valor de b* (+b indica amarillo, -b indica azul) se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre las galletas, registrando valores de 19.333 en GA y 20.696 en
GAFE. A pesar de estas diferencias, ambas galletas se ubicaron en un rango de coloracion
amarilla. Este comportamiento es consistente con las propiedades cromaticas medidas
previamente en HFAE, cuyos valores de b* tienden hacia el amarillo, influyendo asi en la
apariencia final de las formulaciones desarrolladas. En la diferencia total de color AE, la adicién

de HFAE en GAFE no modific6 significativamente la diferencia total de color.

En cuanto al pH, la adicion de harinas de frijol azufrado higuera increment6 el valor final
de pH en la galleta (6.7) al compararse con GA (6.1), acercandose a un valor mas alcalino como
el de GAC (7.8). De acuerdo con la NMX-F-006-1983, se establece que las galletas deben

presentar un rango de 6.0 a 8.0 en su pH para cumplir con los estandares de calidad y seguridad
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Figura 6. Imagen representativa de las galletas. (A) Galleta de avena sin adicionar (GA). (B)
Galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extrudida (GAFE). (C) Galleta de avena

comercial (GAC).
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alimentaria en México. Los datos obtenidos en esta investigacion muestran que las

formulaciones evaluadas se encuentran dentro de estos rangos.

La actividad en agua (aw) en galletas es un parametro que puede determinar su estabilidad
microbiologica y su larga vida util. Los resultados obtenidos mostraron diferencias
significativas (p < 0.05) en ambas galletas; GAFE fue la galleta con mayor valor de aw de 0.352,
mientras que GA obtuvo un valor de 0.186. Las actividades del agua de las galletas analizadas
se situaron en un rango inferior a 0.80. A modo de referencia, las actividades de agua para el
deterioro del alimento causado por bacterias, levaduras y mohos son de 0.90, 0.85, 0.88 y 0.80

(Liu y col., 2017), por lo que estos productos pueden ser seguros para su consumo.

3. Propiedades tecnofuncionales

En el Cuadro 5 se muestra la composicion tecnofuncional de la galleta de avena sin
adicionar (GA) y la galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extrudido (GAFE).
Respecto al Indice de Absorcion de Agua (IAA), se observaron diferencias significativas (p <
0.05) entre las muestras; GAFE presento el valor mas alto (3.025 g gel/g muestra seca), seguido
de GA (2.730 g gel/g muestra seca). Este incremento, equivalente a un 10% en GAFE respecto

a GA, se puede atribuir a la incorporacion de HFAE en la formulacion de la galleta.

Retomando los resultados del Cuadro 4, el proceso de extrusion puede aumentar el [AA
debido al cizallamiento mecanico y el tratamiento térmico que pueden alterar la organizacion
estructural de macromoléculas como proteinas y carbohidratos. También se puede destacar que
el frijol extrudido tiene un valor mas alto de TAA (4.581 g gel/g muestra seca) en comparacion
con la harina de avena (2.323 g gel/g muestra seca). Ghufran-Saeed y col (2023) reportaron que
la adicion de garbanzo tostado y germinado a las galletas aumentaba la capacidad de absorcion

de agua en comparacion con la galleta control de trigo. Estas tendencias podrian deberse a la
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naturaleza molecular y a las diferencias de la composicion quimica entre leguminosas y

cereales.

Respecto al indice de solubilidad en agua (ISA), se observaron diferencias significativas
(p < 0.05) entre las formulaciones desarrolladas; GAFE presentdé un valor de 15.246 g de
solidos/100 g de muestra seca, el cual duplico significativamente al obtenido por GA (7.428 g
de so6lidos/100 g de muestra seca). Por otra parte, al comparar estos resultados con la galleta
comercial (GAC), esta ultima exhibi6 el valor més alto (26.348 g de s6lidos/100 g de muestra
seca), atribuido a su naturaleza altamente procesada, caracterizada por el uso de harinas

refinadas, azlicares solubles y aditivos que favorecen una répida disolucién en un medio acuoso.

Este comportamiento sugiere que componentes de la avena como B-glucanos, actian
como fibra soluble que, dependiendo de su estructura molecular, puede formar soluciones
viscosas y afectar la solubilidad. En el caso de la GAFE, el incremento respecto a la GA podria
deberse a la degradacion molecular del almidon durante el proceso de extrusion del frijol.
Ademas, el ISA en el frijol extruido fue de 21.434 g de s6lidos/100 g de muestra, superior al

observado en la avena, que fue de 3.615 g de s6lidos/100 g.

En el indice de absorcion en aceite, se obtuvieron valores de 1.55 mL de aceite absorbido/
g de muestra seca en GA 'y 1.315 mL de aceite absorbido/ g de muestra seca en GAFE. Aunque
no se presentaron diferencias significativas entre GA y GAFE, presentaron valores superiores
que GAC, y una mayor absorcion de aceite puede atribuirse a una mayor cantidad de proteinas
expuestas o porosidad de la matriz alimentaria, influyendo positivamente en la palatabilidad al
generar productos con mayor sensacion de humedad, mejorando percepcion sensorial y la vida
util del producto, especialmente en productos de panaderia como galletas (Thongram y col.,

2016).
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4. Digestibilidad proteinica in vitro

La digestibilidad proteinica in vitro se considera un parametro para medir la calidad
nutricional de las proteinas, ya que se utiliza como indicador de la biodisponibilidad de los
aminoacidos. A medida que aumenta la digestibilidad de las proteinas y la cantidad de proteina
absorbida, también lo hace el valor nutricional (Cao y col., 2023). En este estudio, no se
observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre GA (82.85%) y GAFE (83.76%). Aunque
no se observaron cambios, el hecho de que GAFE tenga una digestibilidad similar a la observada
en GAC, que es una galleta comercial, podria deberse a la disminucion del contenido de
compuestos antinutricionales como inhibidores de tripsina y lectinas (Cuadro 5), los cuales

suelen reducir la digestibilidad del alimento.

Los resultados obtenidos se encuentran dentro del rango observado en el estudio de
Chinma'y col (2022), donde se report6 un rango de 80.52% a 89.20% de digestibilidad proteinica
in vitro en galletas con harina de mijo germinado y cacahuate bambara. Chavez-Murillo y col (
2021) reportaron porcentajes de digestibilidad de 75.26% a 87.43% en galletas de trigo-avena
adicionadas con frijol negro, garbanzo, lenteja y haba procesadas térmicamente y sin procesar
en una proporcion 50:50. Las galletas con mayor porcentaje de digestibilidad eran las que
estaban adicionadas con harinas de leguminosas procesadas térmicamente (82.41%—87.43%),
resultado que podria estar relacionado con la disponibilidad de la proteina después del

procesamiento térmico.

5. Compuestos antinutricionales

En el Cuadro 5 se muestra el contenido de compuestos antinutricionales de la Galleta de
avena sin adicionar (GA) y Galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extruido

(GAFE). No se detectaron inhibidores de tripsina en las galletas evaluadas en este estudio. En
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el caso de GAFE, HFAE tenia cantidades bajas de inhibidores de tripsina en comparacion con
HFAC causadas por el proceso de extrusion, por lo que el procesamiento térmico (horneado)
que se aplico para la elaboracion de galletas termind por disminuir en su totalidad su contenido.

Ademas, puede atribuirse a que la avena carece de este tipo de compuestos.

En el contenido de acido fitico, se detectd en GAC en cantidades menores (67.11 pg
equivalentes de fitato de sodio/g), mientras que en GA y GAFE se encontr6 por debajo del limite
de deteccion. La ausencia de este compuesto en las formulaciones desarrolladas es una ventaja
nutricional clave; debido a su conocida capacidad para quelar minerales esenciales, la reduccion
o eliminacion del acido fitico previene la formacién de complejos insolubles, mejorando

significativamente la biodisponibilidad de estos micronutrientes en el producto final.

Respecto al contenido de saponinas, se obtuvieron valores de 1.649 mg ED/100g de
muestra seca en GAy 1.311 mg ED/100g de muestra seca en GAFE. Estos resultados pueden
atribuirse a que la avena es una fuente natural de saponinas, al contener saponinas esteroidales
bisdesmosidicas, avenacosidos A y B, y 26-desglucoavenacosido A monodesmosidico en sus

hojas y granos (Bljahhina y col., 2023).

Por otro lado, la adicion de HFAE en GAFE pudo influir en la reduccion del contenido de
estos compuestos, lo cual podria deberse a un efecto de dilucion o a una interaccion con otros
componentes de la matriz alimentaria. También se puede destacar que el contenido de saponinas
en la avena que se utilizé para la elaboracion de galletas es superior (2.249 mg ED/100g de
muestra seca) al obtenido en HFAE (0.320 mg ED/100g de muestra seca). A pesar de su
deteccion en el producto final, sus valores podrian considerarse por debajo del umbral de

preocupacion toxicoldgica, al ser inferiores al 0,1 % del peso seco. Se ha reportado que, a bajas
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concentraciones, las saponinas tienen efectos benéficos en el organismo, como antioxidantes,

hipocolesterolémicos y antimicrobianos.

No se detectaron lectinas en las galletas analizadas, lo cual refuerza la hipotesis de que el
tratamiento térmico puede ser eficaz para inactivar lectinas, conocidas por su capacidad de
resistir la digestion y afectar la integridad intestinal al consumirse sin procesar o mal procesadas.
La ausencia de lectinas en la formulacion que contiene frijol sugiere que el doble procesamiento

(extrusion y horneado) aplicado fue adecuado para su eliminacidn al ser proteinas termolébiles.

En general, la incorporacion de HFAE en la formulacion de galletas (GAFE) representa
una alternativa nutricional segura y eficiente. Los resultados presentados en el Cuadro 4 indican
que el proceso de extrusion disminuy6 los contenidos de inhibidores de tripsina, saponinas y
lectinas en comparacion con su contraparte sin procesar (HFAC). Al incorporarse en la galleta,
se obtuvieron valores indetectables en inhibidores de tripsina, lectinas y acido fitico, lo que
podria significar que puede dar como resultado una galleta con alta digestibilidad, ya que estos
compuestos pueden interferir en la digestion. Asimismo, GAFE fue la galleta con menor
contenido de saponinas entre las galletas analizadas, sugiriendo que la combinacion avena-ftijol
extrudido puede mejorar el perfil nutricional del alimento, reduciendo factores que

habitualmente pueden limitar la biodisponibilidad de nutrientes.

6. Analisis sensorial

El anélisis sensorial juega un papel crucial en la industria alimentaria, ya que es una
herramienta esencial para el desarrollo del producto, el control de calidad y la investigacion de
mercado. En el Cuadro 6 se muestra la evaluacion sensorial de la Galleta de avena sin adicionar
(GA) y la Galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extrudido (GAFE). La

evaluacion sensorial se realizdo mediante una escala hedonica de 9 puntos (9 = Me gusta
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Cuadro 6. Evaluacion sensorial de las galletas

MUESTRA
Parametro GA GAFE GAC
Olor 5.5 7.0 8.0
Apariencia 6.0 7.0 8.0
Sabor 5.0 6.0 8.0
Textura 6.0 7.0 8.0
Aceptabilidad General 5.0 6.5 8.0

Los valores se determinaron con una escala hedonica de 9 puntos. Los resultados se expresaron
como puntuaciones medianas de 50 evaluaciones. GA= Galleta de avena sin adicionar. GAFE=

Galleta de avena adicionada con frijol azufrado extrudido. GAC = Galleta de avena comercial.
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demasiado y 1 = Me disgusta demasiado), y se evaluaron parametros como el olor, el sabor, la

textura, la apariencia y la aceptabilidad general.

En cuanto al olor, GAC, empleada como referencia de mercado, obtuvo un puntaje de “Me
gusta mucho” (8). Entre los productos desarrollados, la galleta con harina de frijol extrudido
(GAFE) mostr6 la mayor aceptacion con una calificacion de “Me gusta moderadamente” (7),
mientras que la galleta de avena (GA) registré la menor preferencia con una puntuacion de “No
me gusta ni me disgusta” (5.5). Respecto a la apariencia y textura, GAFE obtuvo una puntuacion
de “Me gusta moderadamente” (7). Este resultado es favorable, ya que superd la calificacion de
“Me gusta ligeramente” (6) otorgada a GA, lo que sugiere que la incorporacion de HFAE

impact6 de manera positiva en la percepcion de los atributos fisicos del producto.

Respecto al sabor, GAFE también superd en aceptacion a GA, siendo evaluada con un
“Me gusta ligeramente” (6). Dado que ambas galletas comparten la misma base de formulacion,
la mejora en el sabor se atribuye a la adicion de la harina de leguminosa. Este fenomeno esta
estrechamente relacionado con el procesamiento térmico previo del frijol, dado que las altas
temperaturas inducen la reaccion de Maillard, generando compuestos volatiles que aportan notas
sensoriales mas agradables para el consumidor (Ali y col., 2024). Por otra parte, la muestra de
referencia GAC se posiciond con el puntaje mas alto; esto puede explicarse por su naturaleza
comercial, la cual suele incluir ingredientes y aditivos formulados especificamente para

maximizar la palatabilidad.

Aunque GAC fue la galleta con mayor aceptabilidad por parte de los participantes del
analisis sensorial con un puntaje de “Me gusta mucho” (8), GAFE logré mantener una buena
aceptabilidad global, sugiriendo que la adicion de harina de frijol extrudido tuvo un efecto

complementario positivo sobre las caracteristicas sensoriales encontrandose en el rango de “Me
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gusta ligeramente”. Esto demuestra que, a pesar de las modificaciones en color, sabor y aroma
asociadas al frijol y al proceso de extrusion, la formulacion GAFE mantiene iguales o mayores

atributos sensoriales agradables al consumidor.

En un estudio similar, Folorunso y col (2025) elaboraron galletas de trigo enriquecidas
con frijol rojo cocido en distintos porcentajes (20%, 40% y 50%). Tras la evaluacion sensorial
mediante una escala heddnica de 9 puntos, las tres formulaciones obtuvieron calificaciones
promedio de 6 “'Me gusta ligeramente” en atributos como apariencia, sabor, textura, sabor y
aceptabilidad general. Estos hallazgos confirman que la incorporaciéon de harinas de
leguminosas en productos como galletas, permite mantener una buena aceptabilidad sensorial,
cumpliendo simultdneamente con el objetivo de mejorar el perfil nutricional para los
consumidores, sugiriendo que la adiciéon de HFAE no tuvo un impacto en las propiedades fisicas

de la galleta.

7. Compuestos fendlicos y actividad antioxidante de extractos etandlicos

En el Cuadro 7 se muestra el contenido de compuestos fendlicos totales y actividad
antioxidante por el ensayo colorimétrico de ABTS de los extractos etandlicos de las galletas. En
el contenido de compuestos fendlicos totales no se observaron diferencias significativas (p >
0.05) entre las muestras, obteniendo valores de 95.43 mg EAG/100 g muestra seca en GA 'y
98.05 mg EAG/100 g muestra seca en GAFE. Aunque no se observaron diferencias
significativas, se puede destacar que las galletas GA y GAFE, a pesar de ser galletas elaboradas
de una forma mads artesanal, presentan cantidades comparables de compuestos fendlicos con
GAC, que es una galleta comercial y puede contener ingredientes que pueden potenciar esta

cualidad. Esta tendencia es similar a las galletas reportadas por Chatziharalambous y col. (2023),
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Cuadro 7. Compuestos fenolicos y actividad antioxidante de extractos etanolicos de galletas

MUESTRA
Parametro GA GAFE GAC
Compuestos Fendlicos Totales' 95.43+12.62° 98.05+7.08* 103.74+5.64
Actividad Antioxidante (ABTS)? 513.9426.9% 501.3+31.4% 427.3£29.4

Los valores se representan con medias + la desviacion estandar de tres réplicas. Letras
minusculas diferentes en superindice indican diferencia estadistica t-student (p < 0.05). GA=
Galleta de Avena sin adicionar. GAFE= Galleta de Avena adicionada con frijol azufrado

higuera extrudido. GAC= Galleta de Avena Comercial (se utiliz6 como valor de referencia).

'mg EAG/100 g muestra seca

2 pumol ET/100 g muestra seca
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donde elaboraron galletas a base de trigo adicionando distintos porcentajes de harina de
garbanzo (20%, 30%, 40%, 50% 60% y 80%). Se reportd que al adicionar 20% y 30% de harina
de garbanzo no habia diferencias significativas en comparacion con el control que era una galleta
de trigo, llegando a la conclusién que se necesita adicionar mas del 60% de la harina de

leguminosa para observar un aumento significativo.

En la actividad antioxidante, se obtuvieron valores de 513.9 umol ET/100 g de muestra
secay 501.3 umol ET/100 g de muestra seca en GAFE. La actividad antioxidante puede estar
atribuida a las materias primas que se utilizaron como la avena, la cual estd conformada por
antioxidantes como los compuestos polifendlicos, flavonoides, esteroles y avenatramidas, los
cuales le dan la capacidad antioxidante y otras funcionalidades, como la capacidad
antiinflamatoria (Alemayehu y col., 2023). Por otro lado, el frijol también se caracteriza por su
contenido de compuestos antioxidantes como flavonoides, taninos y antocianinas. También se
ha reportado que los compuestos presentes en el frijol son potentes antioxidantes contra los
radicales hidroxilo y peroxilo, ademéas de que pueden sobrevivir la digestion gastrointestinal y
llegar al colon, donde pueden ejercer su efecto antioxidante gracias a procesos de fermentacion

que ocurren dentro de la microbiota intestinal (Rochin-Medina y col., 2022).

El hecho que tanto GAFE hayan tenido mayor actividad antioxidante que GAC podria
indicar que, a pesar de ser una galleta elaborada de una forma mas artesanal y sin la adicion de
conservadores que pueden ayudar a prolongar su vida util, estd galleta posee antioxidantes
naturales de origen vegetal, provenientes de la avena y del frijol, que podrian prevenir los
procesos oxidativos e impedir la proliferacion microbiologica, aumentando la longevidad de

los productos y preservando su calidad general (Petcu y col., 2023) . Ademas, la actividad
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antioxidante posee un funcion protectora contra el estrés oxidativo, factor critico en el desarrollo

de enfermedades como diabetes, hipertension y cancer.

C. Caracterizacion proteinica de fracciones digeridas insolubles y solubles (<10 kDa) de

galletas.

1.Perfil de proteinas SDS-PAGE de harinas y galletas

En la Figura 7 se presenta el perfil de proteinas de SDS-PAGE de la harina de frijol crudo
(HFAC) , extrudido (HFAE) y harina de avena (HA) (A), y galleta de avena comercial (GAC),
galleta de avena (GA) y galleta de avena adicionada con frijol extruido (GAFE) con sus
respectivas FS y FI (<10 kDa) (B). Como se observa en la Figura 7A, tanto HFAC y HFAE
presentaron bandas entre 150 kDa y 15 kDa, las cuales podrian corresponder a proteinas como
leguminas, faseolinas tipo a, faseolinas tipo B, isolectinas e inhibidores de a-amilasa, proteinas
caracteristicas en el frijol. Aunque se observaron similitudes en el tipo de proteinas detectadas
en ambas muestras, en HFAE se observan bandas de menor intensidad, como las faseolinas tipo
o (38.8-48.9 kDa) y las faseolinas tipo B (25 kDa y 26.1 kDa). La disminucion en la intensidad
de las bandas se puede atribuir a que algunas proteinas del frijol son termosensibles y al aplicar
altas temperaturas (T=137°C) durante el proceso de extrusion, estas se pueden degradar o
interaccionar con otras proteinas formando nuevos complejos proteicos. El perfil de proteinas
observado en este gel es similar al reportado por Sanchez-Veldzquez y col. (2021) en donde
caracterizaron diversas variedades de frijol comparando entre granos sin procesar, extrudidos,
escaldados y hervidos. En el caso de HA, se observan bandas entre 65.9 kDa y 22 kDa, que

podrian corresponder a proteinas como globulinas, albuminas y aveninas. En la Figura 6B se
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Figura 7. Perfil de proteinas SDS-PAGE de harinas (A) y galletas con sus respectivas fracciones digeridas solubles e insolubles de

10 kDa (B). STD= estandar de peso molecular (250-10 kDa). FS= fraccion digerida soluble. FI= fraccion digerida insoluble. HFAC=

Harina de frijol azufrado higuera crudo, HFAE= Harina de frijol azufrado higuera extrudido, HA= Harina de avena. GAC= Galleta

de avena comercial. GA= Galleta de avena sin adicionar. GAFE= Galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extrudido.

(a) Leguminas (b), faseolinas (c), faseolinas tipo a (d) e isolectinas. (e) faseolinas tipo B, (f) inhibidores de a-amilasa, (g) 7s globulinas,

(h) albuminas, (i) B-globulinas, (j) aveninas, (k) a-globulinas. Bandas de color azul senalan proteinas de frijol. Las bandas de color

rojo sefialan proteinas de avena.
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muestra el perfil proteico de las galletas evaluadas en este estudio, con sus respectivas fracciones
digeridas insolubles y solubles (<10 kDa). En GAC se observan bandas con mayor intensidad
mayores a 50 kDa, que de acuerdo con lo que se ha reportado en literatura, podrian corresponder
a proteinas como 7s globulinas. Asimismo, se observan bandas de menor intensidad cuya
intensidad coincide con B-globulinas. En el caso de GA, también se detectaron bandas de alta
intensidad por encima de 50 kDa, atribuibles a 7s globulinas, lo cual coincide con el patron
observado en GAC. Cabe destacar que esta banda detectada en ambas galletas se relaciona con
la banda observada en HA en la Figura 6A, sugiriendo que dichas proteinas se mantienen
presentes incluso después del procesamiento en galletas. También se observan bandas de [-

globulinas, aveninas y a-globulinas, que son proteinas presentes en HA.

En GAFE se observo un perfil de proteinas mas diverso en comparacion con las otras dos
galletas. Al igual que en GA, se observan bandas que por sus pesos podrian corresponder a
proteinas como 7s globulinas, B-globulinas y aveninas. Al ser una galleta adicionada con harina
de frijol, se pueden observar bandas con pesos alrededor de 40-45 kDa las cuales pueden ser

atribuibles a faseolinas tipo a. Estas bandas fueron observadas en HFAC y HFAE.

2. Proteina soluble (PS) y cuantificacion de péptidos de fracciones digeridas insolubles y

solubles (<10 kDa) de galletas.

En el Cuadro 8 se muestra el contenido de proteina soluble y péptidos de fracciones
digeridas insolubles y solubles de la Galleta de avena sin adicionar (GA) y Galleta de Avena
adicionada con frijol azufrado higuera extruido (GAFE). El contenido de PS no vario
significativamente entre las galletas antes de la digestion, obteniendo valores entre 17.72 'y 18.64

mg/mL, respectivamente.
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Cuadro 8. Contenido de proteina soluble y péptidos de fracciones digeridas insolubles y solubles (<10 kDa) de galletas.

MUESTRA
GA GAFE GAC
Proteina Soluble (mg/mL)

Sin digerir 17.72+0.96* 18.64+1.356° 18.69+0.82
FS (<10 kDa) 177.52+4.78% 166.54+11.31* 149.59+4.33
FI (<10 kDa) 88.454+6.32% 85.98+4.18* 62.89+1.49

Péptidos (mg/mL)

Sin digerir ND ND ND
FS (<10 kDa) 128.33+£10.07° 208.33+14.57* 103.67+4.59
FI (<10 kDa) 53.83+2.47° 67.59+5.89* 36.58+3.01

Los valores se representan con medias + la desviacion estandar de tres réplicas. Letras minusculas diferentes en superindice indican

diferencia estadistica t-student (p < 0.05). FS= Fraccion digerida soluble. FI=Fraccion digerida insoluble. GAFE= Galleta de avena

adicionada con frijol azufrado higuera extrudido. GAC= Galleta de Avena Comercial (se utilizd6 como valor de referencia). ND= No

detectado.
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Después de la simulacion gastrointestinal, los valores de PS incrementaron significativamente
(p £0.05) en ambas fracciones, lo cual puede estar relacionado con la formacion de péptidos de
menor peso durante la digestion gracias a enzimas como pepsina y pancreatina (Sandoval-
Sicairos y col., 2021). Los valores mas altos se observaron en las fracciones digeridas solubles
(FS) de GA y GAFE, con 177.52 y 166.54 mg/mL, superiores a los observados en GAC, de
149.69 mg/mL. Este comportamiento también se observo en las fracciones digeridas insolubles
(FI), donde los valores mas altos de PS se observaron en GA'y GAFE, con 88.45y 85.98 mg/mL,
en comparacion con GAC, que obtuvo 62.89 mg/mL. Estas tendencias pueden estar relacionadas
con la formacion de péptidos de menor peso molecular durante la digestion, gracias a las

enzimas digestivas (Sandoval-Sicairos y col., 2021).

En el contenido de péptidos, durante la simulacion gastrointestinal, se generaron péptidos
en las galletas evaluadas en este estudio. En GA se obtuvo un valor de 128.33 mg/mL en la FS,
mientras que en la FI se obtuvo un valor de 53.83 mg/mL. GAFE es la muestra que libera la
mayor cantidad de péptidos en ambas fracciones, con valores de 208. 33 mg/mL en laFSy 67.59

mg/mL en la FI.

El hecho de que GAFE tenga mayor contenido de péptidos en ambas fracciones puede
estar relacionado con la adicion de frijol extrudido. Los procesamientos térmicos, como la
coccion y la extrusion, son capaces de inducir la desnaturalizacion de las proteinas y la
formacion de agregados de proteinas desplegadas, lo que puede generar una mayor
digestibilidad de estas macromoléculas y produccion de aminoacidos y péptidos de menor peso
que podrian permeabilizar facilmente durante la digestion. Paralelamente, durante el

procesamiento se da la disminucion de compuestos antinutricionales, como los inhibidores de
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tripsina, que pueden interferir en la digestion de las proteinas y al disminuir su contenido, puede

aumentar su digestibilidad (Milan-Noris y col., 2018).

D. Compuestos fenolicos totales (CFT) y actividad antioxidante (AAOX) de fracciones

digeridas insolubles y solubles (<10 kDa) de galletas.

En el Cuadro 9 se muestran las concentraciones de compuestos fenolicos totales (CFT)
de fracciones digeridas insolubles y solubles de la Galleta de avena sin adicionar (GA) y la
Galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extruido (GAFE) con sus respectivas
fracciones digeridas insolubles (FI) y solubles (FS) (<10 kDa). Los valores de CFT
incrementaron después de la simulacidon gastrointestinal para las galletas evaluadas, donde se
observé mayor incremento en la fraccion soluble con respecto a la fraccion insoluble. Este
comportamiento puede deberse a que la digestion gastrointestinal origina cambios en la
estructura de estos compuestos por el contacto con fluidos digestivos, el pH y las enzimas
digestivas, lo que favorece su incremento y los hace més bioaccesibles para ejercer diversas
actividades biologicas (Morales y col., 2022).

Entre las galletas evaluadas en este estudio, la galleta que presentdé mayor contenido de
CFT después de la simulacion gastrointestinal fue GAFE, incrementando su contenido en un
310. 2% en la fraccion soluble con un valor de 1041. 3 mg EAG/100 g y 180% en la fraccion
insoluble con un valor de 710. 6 mg EAG/100 g en comparacion con la galleta antes de digerir
(253.78 mg EAG/100 g).

En el estudio de Li y col. (2022) se reporté aumento en CFT en distintas variedades de
vigna después de la digestion, lo cual puede estar relacionado con interacciones entre los

carbohidratos y los compuestos fendlicos, que podrian reducirse por debajo de entornos de pH
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Cuadro 9. Contenido de fendlicos totales y actividad antioxidante de fracciones digeridas insolubles y solubles (<10 kDa) de galletas.

Fenolicos Totales (EAG/ 100 g)

Sin digerir
FS (<10 kDa)

FI (< 10 kDa)

Actividad Antioxidante (nmol ET/ 100 g)

Sin digerir
FS (<10 kDa)

FI (< 10 kDa)

MUESTRA
GA GAFE GAC

222.11+15.28° 253.78+6.38* 191.28+6.87

985.4+£79.9% 1041.3+47.7° 832.9+29.4

565.4+46.4° 710.6+46.5% 423.78+11.39
1087.1+94.8° 1690.7+£116.9% 911+100.3

8047+37.57% 8055+£37% 7762.14£199
6796.67+167° 7034.76+174* 5573.3£115.5

Los valores se presentan como medias + desviacion estdndar. GA= Galleta de avena sin adicionar. GAFE= Galleta de avena adicionada
con frijol azufrado higuera extrudido. GAC = Galleta de avena comercial (se utilizdo como valor de referencia). EAG/100 g = moles
equivalentes de 4cido galico por 100 g de muestra. umol ET/ 100 g= micromoles equivalentes de trolox por 100 gramos. FS= Fraccion

digerida soluble, FI= Fraccion digerida insoluble.
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neutro y la accion de enzimas como amilasa, pancreatina y lipasa, en conjunto con sales biliares,
podria permitir la transferencia y la biodisponibilidad de estos compuestos.

La actividad antioxidante (AAOX) de las galletas con sus respectivas fracciones digeridas
se presenta en el Cuadro 9. Antes de la digestion, las galletas obtuvieron valores de 1087.1
umol ET/ 100 gen GA'y 1690 umol ET/ 100 g en GAFE. La AAOX aument6 significativamente
después de la simulacion gastrointestinal en las galletas evaluadas en este estudio, siendo la
fraccion digerida soluble con mayor actividad antioxidante.

En el caso de GA, el aumento después de la digestion fue del 640.2 % (8047 pumol ET/
100 g) en la fraccion digerida soluble y 525.2% (6796.67 pmol ET/ 100 g) en la fraccion digerida
insoluble, mientras que en GAFE el incremento fue de 376.6% (8055 umol ET/ 100 g) en la
fraccion digerida soluble y 316.3% (7034.76 umol ET/ 100 g) en la fraccion digerida insoluble.
Los valores obtenidos podrian indicar que el proceso digestivo potencia la capacidad de las
galletas para neutralizar radicales libres, liberando compuestos que no eran detectables en la
matriz sélida antes de digerir. Ademas, esta actividad puede estar relacionada con el contenido
de CFT liberados durante la simulacion gastrointestinal (Cuadro 9), y la posible presencia de
péptidos (Cuadro 8) y aminoacidos con potencial antioxidante, los cuales podrian interactuar
con células y desencadenar respuestas antioxidantes al influir en las vias de sefializacion celular
que regulan la expresion de las enzimas antioxidantes (Olt y col., 2025).

Los compuestos fenodlicos pueden interactuar con las proteinas, dando lugar a nuevos
complejos, tanto solubles como insolubles, que podrian influir en su bioactividad, ademas de
alterar la capacidad reductora, la digestibilidad y la biodisponibilidad de ambos componentes
(de Morais y col., 2020).

En la literatura se han reportado andlisis con matrices alimentarias similares a las de este

estudio. Rochetti y col (2024) evaluaron la AAOX por el método de ABTS en fracciones
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digeridas de hamburguesas elaboradas con mezcla de carne y diversos insectos como gusano de
la harina, grillo y langosta migratoria, donde las hamburguesas adicionadas con harina de estos
insectos mostraron mayores valores de AAOX después de la digestion en comparacion con el
control que era una hamburguesa con carne sin adicionar harina de alguno de estos insectos.
Gallego y col (2020) elaboraron pastas de diferentes leguminosas como soja, lenteja y guisante
con un procesamiento térmico que fue la coccion , en las que se observd un incremento de
AAOX en las muestras después de la fase gastrica, lo cual se relaciona con la accion de las
enzimas gastrointestinales que provocan la descomposicion de proteinas y péptidos, la
liberacion de aminoécidos y compuestos fendlicos , y la exposicion de grupos internos, que
pueden afectar su cantidad, tamafio y caracteristicas fisicoquimicas, influyendo en la capacidad

antioxidante.

E. Bioaccesibilidad de compuestos fenolicos, actividad antioxidante y proteina soluble de

galletas

El indice de bioaccesibilidad (IB) refleja la fraccion potencial para ser absorbida y puede
estar disponible para funciones bioldgicas. La absorcidon intestinal de compuestos bioactivos,

como péptidos y compuestos fendlicos, puede variar en funcion de la matriz alimentaria.

En el Cuadro 10 se muestran los indices de recuperacion y bioaccesibilidad de las
galletas evaluadas en este estudio. Después de la simulacion gastrointestinal, se obtuvieron
indices de recuperacion de 1356.4% en GAFE y 1402.7 % en GA en el contenido de proteina

soluble en el digerido total.
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Cuadro 10. indices de recuperacion y bioaccesibilidad en proteina soluble, compuestos fenolicos totales y actividad antioxidante de

galletas
Proteina soluble Fenolicos Totales Actividad Antioxidante
Muestra %IR %IB %IR %IB %IR %IB
GA 1402.7+127.9% 66.69+1.06* 649.8+49.7% 63.48+3.76* 1259.51+12.48? 54.63+0.67*
GAFE 1356.4+27.6° 65.93+1.13° 690+22.7 59.46+0.50°  891.32+48.28"  53.50+0.53°
GAC 1090.5+84.5 70.39+0.39 657.4+23.7 66.27+£0.51 1414.88+86.44 57.81+0.419

Los valores se representan como medias + desviacion estandar. Las letras mintsculas diferentes indican una diferencia significativa t-

student (p < 0.05) entre las muestras. IB= Indice de accesibilidad. IR= Indice de recuperacion. GA= Galleta de avena sin adicionar.

GAFE= Galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extrudido. GAC= Galleta de avena comercial (Se utilizé6 como valor

de referencia).
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La adicién de frijol en la galleta no tuvo un impacto al no presentar diferencias significativas
con GA, pero ambas mostraron mayores indices de recuperacion en comparacion con GAC
(1090.5%), mientras que los indices de bioaccesibilidad fueron de 65.93% en GAFE y 66.69%
en GA, lo que indicaria el porcentaje de péptidos que podrian absorberse en la circulacion
sistémica. Regalado-Elenes (2025) evaluaron la bioaccesibilidad de botanas funcionales de maiz
azul con caseina, donde se reportaron indices de recuperacion entre 777% y 2535% en proteina
soluble, indicando que el proceso de digestion favorece la liberacion de proteinas que se
encontraban retenidas en la matriz de la botana, incrementando su disponibilidad potencial para

absorcion intestinal.

Los indices de recuperacion de compuestos fendlicos después de la digestion
gastrointestinal fueron de 649.8 % en GA'y 690% en GAFE, sin diferencias significativas entre
las muestras. Se obtuvieron indices de bioaccesibilidad de 63.48% en GA 'y 59.46% en GAFE,
indicando que mas del 50% de los compuestos fenolicos liberados durante la digestion de la
muestra pueden llegar al torrente sanguineo, ejerciendo su efecto bioactivo beneficioso sobre el
organismo. Esto podria deberse a que estos compuestos pasaron por una serie de cambios que
podrian haber impactado su absorcién, como modificaciones de su estructura quimica, aumentos
o disminuciones de la solubilidad e interacciones con otros compuestos. El porcentaje restante
serian compuestos que se encuentran en fraccion disponible para el colon (fraccion digerida
insoluble), donde pueden ser metabolizados por las bacterias coldnicas, transformando los
polifenoles de la dieta en compuestos fenodlicos simples, que pueden dar lugar a metabolitos mas
activos biologicamente (Morales y col., 2022; Sanchez-Gutierrez y col., 2025). Entre las
muestras analizadas, GAFE que la obtuvo menor indice de bioaccesibilidad (59.46%), lo que

significaria que alrededor del 40% de los compuestos fendlicos liberados irian hacia el colon.

104



En la actividad antioxidante, los indices de recuperacion presentaron valores de 891% en
GAFE y 1259.51% en GA, mientras que los indices de bioaccesibilidad fueron de 53.50% en
GAFE y 54.65% en GA. Al igual que en CFT, GAFE es la muestra con el menor indice de
bioaccesibilidad, pero su elevado indice de recuperacion podria sugerir que una fraccion
importante de los compuestos permanece potencialmente disponible para procesos posteriores,
como la fermentacién coldnica, ademas de estar relacionado con bioactividades como
antiinflamatorias y antimicrobianas. En conjunto, los resultados sugieren que GAFE se
comporta como una matriz con alta capacidad de liberacion de compuestos bioactivos, los
cuales, aunque presentan una bioaccesibilidad moderada en el intestino delgado en comparacion

con las otras dos galletas, podrian ejercer efectos biologicos relevantes a nivel colonico.

F. Efecto antiinflamatorio de fracciones digeridas insolubles y solubles (<10 kDa) de

galletas.

1. Viabilidad Celular

En la Figura 8 se muestra la viabilidad celular de las fracciones insolubles (<10 kDa) de
la Galleta de avena comercial (GAC), Galleta de Avena sin adicionar (GA) y Galleta de avena
adicionada con frijol extrudido (GAFE), las cuales fueron evaluadas en su concentracion maxima
(4 mg/mL). Ninguna de las muestras evaluadas redujo su viabilidad por debajo del 90% con
respecto al control, por lo que se podria considerar que las fracciones digeridas a una concentracion

de 4 mg/mL no son citotdxicas.

2. Actividad Antiinflamatoria

En la Figura 9 se muestra la actividad antiinflamatoria de las fracciones digeridas

insolubles (FI) y solubles (FS) de las galletas. Sin embargo, en la fraccion digerida soluble (<10
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Figura 8. Viabilidad celular de las fracciones digeridas insolubles (FI) (<10 kDa) de la galleta
de avena comercial (GAC), galleta de avena sin adicionar (GA) y galleta de avena adicionada

con frijol azufrado higuera extrudido (GAFE)
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Figura 9. Efecto antiinflamatorio de Fracciones digeridas insolubles (FI) (10 kDa) de la Galleta
de avena sin adicionar (GA) y Galleta de avena adicionada con frijol azufrado higuera extrudido
(GAFE). Galleta de avena comercial (GAC) se utilizdé como valor de referencia. Las barras
representan la media + la desviacion estandar de 6 réplicas. Letras minusculas diferentes indican
diferencias significativas t-student (p < 0.05) entre tratamientos a la misma dosis. ND= no

detectado.
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kDa) de las tres galletas no se mostrd actividad inhibitoria, por lo que se necesitan mas estudios
para saber mas sobre las interacciones en los compuestos presentes en esta fraccion, como
probar con concentraciones mads altas o con una fraccion que contenga compuestos de mayor
peso molecular.

La muestra que present6 los mayores porcentajes de inhibicion en la produccion de NO
estadisticamente significativos (p < 0.05) en comparacion al resto de las muestras y las
diferentes dosis fue la fraccion digerida insoluble de GA, mostrando mayor porcentaje de
inhibicion en la concentracion de 1 mg/mL con un 33% de inhibicidon de produccion de NO.
Posteriormente, la actividad va disminuyendo a las concentraciones de 2 y 3 mg/mL, lo que
indica un comportamiento de tipo campana (hormesis).

En el caso de GAFE, se obtuvo un porcentaje de inhibicion de 17%, significativamente
menor (p <0.05) al observado en GA. No mostro inhibicion detectable a 2 mg/mL, pero presentd
un incremento significativo a 3 mg/mL, con un 27% de inhibicidn, el valor maximo en esta
muestra. A 4 mg/mL, la inhibicion disminuye nuevamente a 16%, comportamiento que también
sugiere una relacion dosis—respuesta no lineal. Estos resultados podrian indicar que la
incorporacion de frijol extrudido genera actividad antiinflamatoria, pero su liberacion o
estabilidad dependeria de condiciones especificas.

La elevada actividad observada en GA a bajas concentraciones sugiere la presencia de
compuestos bioactivos de la avena con potencial antiinflamatorio. En la literatura se ha
reportado que metabolitos como aveninas, avenacosidos y avenatramidas actuan de manera
sinérgica para mejorar la eficacia antiinflamatoria general al dirigirse a distintas vias
inflamatorias (Lee y col., 2025). Complementariamente, los B-glucanos de la avena ejercen
actividades inmunomoduladoras al estimular la secrecion de citocinas antiinflamatorias,

mientras inhiben simultineamente los mediadores proinflamatorios (Zyla y col., 2021).
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Por otro lado, la actividad observada en GAFE a 3 mg/mL resalta la importancia de la
adicion de frijol extrudido. Segun Oseguera-Toledo y col (2011), la hidrélisis de proteinas de
Phaseolus vulgaris por proteasas puede generar péptidos bioactivos capaces de inhibir la
produccion de NO. Adicionalmente, los compuestos fenolicos presentes en el frijol, como los
flavonoides y las antocianinas, contribuyen a atenuar la respuesta de los macréfagos mediante
la inhibicion de la expresion de genes proinflamatorios, sin citotoxicidad (Ganesan y Xu, 2017).

Por otro lado, Pérez-Hernandez y col (2021) evaluaron la actividad de polifenoles en
distintas variedades de frijol, donde variedades como Negro Jamapa mostraron un descenso
moderado de expresion de IL6, IL1B e iNOS en macréfagos expuestos a los extractos, mientras
que variedades como Azufrado, que es el mismo que se utilizo para la elaboracion de GAFE,
indujeron IL1B, IL6 y HO-1, activando simultaneamente vias proinflamatorias.

El hecho de que GAFE requiera una dosis mayor para alcanzar una inhibicion significativa
podria atribuirse a la complejidad de la matriz alimentaria, donde pueden darse interacciones
entre los compuestos del frijol y de la avena, que podrian modular la tasa de liberacion de estos

agentes antiinflamatorios durante la digestion intestinal.

G. Actividad antimicrobiana de fracciones digeridas insolubles y solubles (<10 kDa) de

galletas.

La actividad antimicrobiana de fracciones digeridas insolubles y solubles (<10 kDa) de
la galleta de avena sin adicionar (GA) y la Galleta de avena adicionada con frijol azufrado
higuera extrudido (GAFE) se evalu6 en tres concentraciones: 4, 8 y 10 mg/mL durante de 3.5
horas (37 °C) en bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus) y gram negativas

(Escherichia coli) y se compar6 el efecto de los tratamientos evaluados contra el control sin
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tratamiento. Asimismo, se utilizé gentamicina (100 pg/mL) como control positivo de inhibicion

de crecimiento.

En la Figura 10 se muestra la actividad antimicrobiana en Escherichia coli en las
fracciones digeridas solubles e insolubles. En la fraccion digerida insoluble (<10 kDa) (Figura
10 A), los porcentajes de crecimiento bacteriano oscilaron entre 38.84 y 63.66%. Para la muestra
GA, los porcentajes de crecimiento fueron de 53.56% a 4 mg/mL, 53.31% a 8 mg/mLy 38.84%
a 10 mg/mL, sin observarse una tendencia dosis-dependiente clara. Por su parte, la muestra
GAFE presento porcentajes de crecimiento de 63.66% a 4 mg/mL, 50.48% a 8 mg/mLy 44.81%
a 10 mg/mL. En este caso, se observo una tendencia dosis-dependiente, ya que el incremento en
la concentracion de la muestra se asocid con una disminucion del crecimiento bacteriano. La
actividad observada en esta galleta podria sugerir que la incorporaciéon de harina de frijol
extrudido favorecio6 la liberacién de compuestos bioactivos después de la digestion. Incluso, la
tendencia dosis-dependiente que se observd en GAFE sugiere que algunos compuestos
derivados del frijol actian de manera sinérgica con compuestos que se encuentran en la avena,
potenciando la capacidad inhibitoria de la formulacion sin afectar negativamente sus

propiedades biologicas frente a E. coli.

Las fracciones digeridas insolubles (<10 kDa) obtenidas de las formulaciones
experimentales mostraron una actividad antimicrobiana comparable a la observada para GAC
(52.70% a 4 mg/mL, 44.81% a 8 mg/mL y 37.92% a 10 mg/mL). Incluso, a ciertas
concentraciones, algunos tratamientos presentaron porcentajes similares a los de la referencia
comercial, lo que sugiere que la incorporaciéon de los ingredientes funcionales no afectod

negativamente la capacidad inhibitoria de las muestras. Estos resultados indican que las
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Figura 10. Actividad antimicrobiana de (A) fraccion digerida insolubles (<10 kDa) y (B)
fraccion digerida solubles (<10 kDa) de galleta de avena sin adicionar (GA) y galleta de avena
adicionada con frijol azufrado higuera extrudido (GAFE) contra Escherichia coli ATCC 25922.
La galleta de avena comercial (GAC) se manejé6 como muestra de referencia. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se presentan como la media + desviacion
estandar. Se aplicd la prueba post hoc de Dunnett posterior a un analisis de varianza (ANOVA)
de una via. * indica diferencia estadistica p<0.01. ** indica diferencia estadistica p <0.05. ***
indica diferencia estadistica p<0.001 respecto al control sin tratamiento. FI= fraccion digerida

insoluble (< 10 kDa). FS= fraccion digerida soluble (<10 kDa).
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formulaciones evaluadas conservaron una actividad antimicrobiana similar a la del producto de
referencia.

En contraste, la fraccion digerida soluble (<10 kDa) (Figura 10 B) se present6 un efecto
inhibitorio mas limitado. En este caso, se observo una reduccion generalizada del crecimiento
bacteriano de apenas el 30% en comparacion con el control sin tratamiento (manteniendo un
crecimiento cercano al 70%). Para la muestra GA, los porcentajes de crecimiento fueron de
73.64% a 4 mg/mL, 71.67% a 8 mg/mLy 70.25% a 10 mg/mL. Por su parte, la muestra GAFE
presentd porcentajes de 78.32% a 4 mg/mL, 77.82% a 8 mg/mLy 71.17% a 10 mg/mL.

Los resultados en ambas fracciones sugieren que los compuestos bioactivos con actividad
antimicrobiana presentes en las formulaciones podrian encontrarse asociados a moléculas de
menor peso molecular o a estructuras menos solubles generadas durante la digestion, las cuales
conservaron una mayor capacidad para inhibir el crecimiento de E. coli.

En la Figura 11 se muestra la actividad antimicrobiana en Staphylococcus aureus las
fracciones digeridas solubles e insolubles. En la fraccion digerida soluble (<10 kDa) (Figura 11
A), se mostraron inhibiciones de crecimiento hasta del 50% en comparacion con el control sin
tratamiento. En GA, se obtuvieron porcentajes de crecimiento de 63.15% a 4 mg/mL, 52.05% a
8 mg/mL y 49.87% a 10 mg/mL, observandose una tendencia dosis-dependiente. Por su parte,
GAFE mostrd un efecto inhibitorio menor al observado en GA, con porcentajes crecimiento
bacteriano de 77.57% a 4 mg/mL, 72.99% a 8 mg/mL y 59.43% a 10 mg/mL.

A pesar de que GA mostr6 una mayor capacidad inhibitoria, la incorporacion de frijol

azufrado higuera extrudido en GAFE permitié mantener una respuesta antimicrobiana
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Figura 11. Actividad antimicrobiana de (A) fraccion digerida insoluble y (B) fraccion digerida
soluble de la galleta de avena sin adicionar (GA) y galleta de avena adicionada con frijol
azufrado higuera extrudido (GAFE) contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. La galleta de
avena comercial (GAC) se manejé como muestra de referencia. Los datos se presentan como
media + desviacion estandar. Se aplico la prueba post hoc de Dunnett, posterior a un analisis de
varianza (ANOVA) de una via. * indica diferencia estadistica P<0.05. ** indica diferencia
estadistica P<0.01. *** indica diferencia estadistica P<0.001 respecto al control sin tratamiento.

FI= fraccion digerida insoluble (< 10 kDa). FS= fraccion digerida soluble (<10 kDa).
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apreciable, particularmente a la concentracion mas alta evaluada (10 mg/mL), donde el
crecimiento bacteriano se redujo a 59.43%. Estos resultados sugieren que la adicion de frijol no
elimind la actividad antimicrobiana de la formulacion y podria contribuir al efecto inhibitorio
observado, especialmente a concentraciones elevadas.

En el caso de la fraccion digerida soluble (<10 kDa) (Figura 11 B), no se observé una
disminucion significativa del crecimiento de S.aureus, lo que indica una menor presencia o
efectividad de los compuestos antimicrobianos en las concentraciones evaluadas.

La actividad antimicrobiana contra S.aureus se concentr6 principalmente en la fraccion
insoluble obtenida tras la digestion, mientras que la fraccion soluble mostré un efecto limitado.
Aunque ambas fracciones contenian compuestos de menor peso molecular, la fraccion digerida
insoluble podria concentrar polifenoles ligados a la fibra, péptidos y otros metabolitos generados
que no se solubilizaron, generando interacciones podrian proteger a los compuestos bioactivos
frente a la degradacion digestiva y favorecer su capacidad para alterar la integridad de la
membrana bacteriana.

S. aureus es ampliamente conocido por colonizar la piel y las fosas nasales, pero también
puede encontrarse en el tracto gastrointestinal con potencial para generar infecciones (Liu y col.,
2024). Aunque la fraccion digerida insoluble no alcanzo el nivel de inhibicion de crecimiento
bacteriano observado en la gentamicina, los resultados sugieren que contiene compuestos
bioactivos con capacidad para limitar el crecimiento bacteriano. Debido a que esta fraccion
estaria disponible para alcanzar el colon, resulta de interés investigar si dichos compuestos
pudieran mantener su actividad bioldgica en esta region del tracto gastrointestinal y contribuir
a modular el crecimiento de microorganismos potencialmente patdogenos. No obstante, se

requieren estudios adicionales para comprobar este posible efecto en condiciones fisioldgicas.
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El potencial antimicrobiano en las fracciones de ambas galletas puede estar relacionado
con la liberacion de compuestos bioactivos como péptidos, compuestos fenodlicos y otros
metabolitos, como las saponinas, durante la simulacién gastrointestinal. Las proteinas de
cereales y leguminosas estan constituidas por secuencias aminoacidicas que, tras la digestion
gastrointestinal, pueden liberar péptidos con propiedades antimicrobianas. El mecanismo de
accion de los péptidos antimicrobianos incluye interacciones con la membrana celular del
microorganismo, lo que puede provocar la alteracion de las membranas microbianas y la
inhibicion de la sintesis de proteinas y cidos nucleicos (Fan y col.,2022). Entre los aminoacidos
frecuentemente asociados con la actividad antimicrobiana destacan arginina y triptofano,
aminoacidos presentes en el frijol y en la avena, que son aminoécidos que pueden tener un efecto
notable en la region de interfaz de la bicapa lipidica y conferir carga peptidica e interacciones
de enlace de hidrogeno, propiedades esenciales para interactuar con el abundante componente
anionico de la membrana bacteriana (Huan y col., 2020).

En la literatura se ha reportado la actividad de hidrolizados en los que pueden prevalecer
péptidos bioactivos con potencial antimicrobiano en algunas variedades de frijol. Ariza-Ortega
y col (2014) reportaron que fracciones de 3-10 kDa obtenidas de diversas variedades de frijol
(frijol negro, azufrado higuera y pinto saltillo) tienen actividad antimicrobiana determinada por
la inhibicion del crecimiento. Bojorquez-Balam y col (2013) observaron una actividad similar
en hidrolizados de Phaseolus Ilunatus, mostrando actividad antimicrobiana contra

Staphylococcus aureus 'y Shigella flexneri.

Con relacion a los compuestos fenolicos, se ha reportado que pueden modular
positivamente la composicién y funcién microbiana colonica, ejerciendo un efecto prebiotico,

y una actividad antimicrobiana al inhibir bacterias patdgenas como E.coli (Narduzzi y col.,
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2022). Los compuestos fendlicos presentes en matrices vegetales, como frijol y avena, suelen
estar asociados con actividad antimicrobiana mediante mecanismos que incluyen alteracion de
la permeabilidad de la membrana celular, inactivacion de enzimas bacterianas y sistemas de
sefalizacion microbiana. Debido a su estructura aromadtica con grupos hidroxilo, estos
compuestos son capaces de interactuar con la superficie celular y funciones fisioldgicas de

bacterias grampositivas (S.aureus) y gramnegativas (E.coli) (Lobiuc y col., 2023).

Adicionalmente, tanto el frijol como la avena también son fuentes de saponinas. El
extremo hidrofobico de las saponinas se une a las proteinas de la membrana a través de enlaces
de grupos polares, mientras que los grupos no polares se unen a los lipidos, originando dafios
en la membrana y liberaciéon de componentes celulares cruciales, como proteinas, acidos
nucleicos y nucleétidos, impidiendo que las bacterias se adhieran a las células huéspedes

(Kurniatri y col., 2024).

En conjunto, estos resultados respaldan el potencial de las galletas elaboradas con frijol y
avena como alimentos funcionales con actividad antimicrobiana, capaces de liberar compuestos
bioactivos durante la digestion gastrointestinal, lo que podria contribuir a la modulacion de la

microbiota intestinal y a la inhibicidon de microorganismos patogenos.
H. Actividad antiparasitaria de fracciones digeridas insolubles (<10 kDa) de galletas.

El parésito protozoario intestinal Giardia duodenalis infecta cada afo a un gran nimero
de personas en todo el mundo. Se considera que la infeccion por Giardia tiene un efecto negativo
en el crecimiento de las células epiteliales intestinales y causa giardiasis, una enfermedad de
gran relevancia para la salud publica mundial. Los casos asintomaticos son frecuentes; sin

embargo, después de la fase de incubacion, los individuos infectados pueden experimentar
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varios sintomas, que incluyen diarrea, distension abdominal, dolor epigastrico, nauseas y

vomitos (Santaniello y col., 2026)

En este contexto, las matrices alimentarias derivadas de cereales y leguminosas pueden
liberar, durante la digestion gastrointestinal, péptidos, compuestos fendlicos y otros metabolitos
con posible actividad inhibitoria sobre este parésito. Por ello, evaluar la bioactividad generada
tras la digestion de estos alimentos resulta relevante para comprender su potencial como agentes

funcionales frente a Giardia duodenalis.

En el Cuadro 11 se muestran los porcentajes de inhibicion de crecimiento de Giardia
duodenalis obtenidos a partir de las fracciones digeridas insolubles de las galletas a diferentes
concentraciones 50—1000 pg/mL. En general, se observé un incremento de la inhibicion del
parasito a medida que aumentaba la concentracion del extracto, lo que evidencia una relacion
dosis—respuesta. En concentraciones bajas (50 pg/mL), GA y GAFE mostraron porcentajes de

inhibicién de 7.61% y 7.15%, superiores al observado en GAC que fue de 2.27%.

En la concentracion mas alta (1000 pg/mL), GAFE presenta mayor porcentaje de inhibicion del
parasito que fue de 52.45%, siendo significativamente superior (p < 0.05) a GA que obtuvo un

valor de 44.55 %, similar al que se observo en GAC que fue de 47.70%.

El resultado observado en GAFE puede estar relacionado con un efecto potenciador
derivado de la incorporacion de frijol extrudido en la galleta de avena y se podria asociar con
una mayor liberacion de compuestos bioactivos durante la digestion. Los péptidos liberados
durante la digestion pueden tener bioactividad antiparasitaria, al alterar la integridad de la
membrana e inducir la lisis osmotica celular. Algunos péptidos que se encuentran activos en la
membrana pueden modificar la fluidez de la bicapa lipidica, lo cual afectaria la funcionalidad

de las proteinas asociadas a esta estructura (Giovati y col., 2018).
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Cuadro 11. Actividad antiparasitaria de fracciones digeridas insolubles (<10 kDa) de galletas

% Inhibicion de crecimiento de Giardia duodenalis

Concentracion (pg/ml) GA GAFE GAC
50 7.61+£0.81% 7.15+£0.46* 2.27+0.24
100 16.36+1.88* 14.48+1.332 12.28+1.10
500 28.99+2.21*% 33.2843.152 30.56+2.21
1000 44.55+0.34° 52.45+1.522 47.70+2.42

Los valores se representan con medias + la desviacion estandar de tres réplicas independientes.

Letras mintsculas diferentes indican una diferencia significativa t- student (p < 0.05) entre las

muestras para la misma concentracion. GA= Galleta de avena sin adicionar. GAFE= Galleta de

avena adicionada con frijol azufrado higuera extrudido. GAC= Galleta de avena comercial (se

utilizdé como valor de referencia)
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Un ejemplo son las defensinas, conocidas por su estabilidad estructural y su accion sobre las
membranas celulares, que son proteinas de bajo peso molecular capaces de resistir la

degradacion por enzimas digestivas.

Estudios previos han demostrado que defensinas especificas del frijol, como PvDI,
pueden inhibir la proliferaciéon de protozoarios al provocar fragmentacion citoplasmatica,
formacion de multiples vacuolas y permeabilizacion de la membrana celular (do Nascimento y

col., 2015).

Ademas de la fraccion proteica, los compuestos fendlicos liberados durante el proceso
digestivo también podrian influir en la actividad antiparasitaria observada, debido a su
capacidad para comprometer la viabilidad de los trofozoitos de Giardia. Compuestos fenolicos
como el acido ferulico, presente tanto en la avena como en el frijol, poseen una alta afinidad por
las bicapas lipidicas del parasito; al interactuar con esta estructura pueden alterar su composicion
y su funcionamiento. Asimismo, se ha propuesto que estos compuestos pueden interferir con las
proteinas de la membrana, lo que podria alterar su transportabilidad e inhibir funciones
fisiologicas en el organismo (Palomo-Ligas y col.,2023). Ademads, estos metabolitos pueden
actuar sobre multiples procesos celulares, alterando vias metabolicas como la produccion de
energia mediante la inhibicion de sintesis de ATP dentro del trofozoito, lo que podria inducir la

apoptosis o muerte celular programada (Alawfi y col.,2024).

Las saponinas también presentan efectos antiparasitarios, ya que pueden formar complejos
con el colesterol presente en las membranas celulares, lo que podria causar lisis y muerte

posterior (Timilsena y col., 2023).

Por otra parte, el procesamiento previo del frijol mediante extrusiéon podria aumentar la

susceptibilidad de la matriz alimentaria a la digestion enzimatica, incrementando la
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bioaccesibilidad de compuestos bioactivos tras la simulacién gastrointestinal. Esto podria

explicar el mayor efecto inhibitorio observado en GAFE en altas concentraciones.

Estos resultados respaldan el potencial de productos derivados de cereales y leguminosas
como matrices alimentarias capaces de aportar beneficios para la salud mas alla de la nutricién
basica, al liberar compuestos con actividad antimicrobiana después de la digestion. La actividad
observada sugiere que la incorporacion de frijol extrudido en galletas de avena representa una

estrategia viable para el desarrollo de alimentos funcionales con potencial antiparasitario.

120



IX. CONCLUSIONES

El procesamiento aplicado al frijol azufrado de higuera disminuyd el contenido de
lipidos. Sin embargo, no tuvo un impacto significativo en el contenido de proteinas,
cenizas y carbohidratos. Ademds, disminuyd el contenido de compuestos
antinutricionales y aumento las propiedades tecnofuncionales destacando el indice en
absorcion en agua.

La adicion de frijol extrudido en galletas potencid el contenido nutricional al aumentar
el contenido de proteinas y minerales, y disminuir el contenido de lipidos y
carbohidratos. Ademas, mejord ciertas propiedades tecnofuncionales, como la absorcion
en agua, sin comprometer otras caracteristicas, como la solubilidad y la absorcion de
aceite, lo que puede indicar una mejor textura y aceptacion del producto final.

En la evaluacion sensorial, GAFE present6 valores significativamente mayores que GA
en los atributos sensoriales, especialmente en sabor, textura y aceptabilidad general.
Estos resultados podrian indicar que el proceso de extrusion del frijol favorece el
desarrollo de compuestos de sabor mas aceptables y de una textura mas agradable, al
reducir las notas indeseables asociadas al frijol crudo.

La simulacion gastrointestinal hidroliz6 las proteinas de mayor peso molecular presentes
en las galletas, generando hidrolizados proteicos de menor peso molecular, que pueden
ser mas faciles de absorber en el tracto gastrointestinal. En la galleta adicionada con
frijol azufrado extruido se identificaron proteinas derivadas tanto del frijol como de la
avena, lo que podria favorecer la complementacion proteica y mejorar asi la calidad

proteica del producto final.
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5. Durante la simulacién gastrointestinal se liberaron compuestos fendlicos y
péptidos que pueden potenciar actividades biologicas, como las antioxidantes,
antiinflamatorias, antimicrobianas y antiparasitarias. Se necesitarian estudios
adicionales para identificar mds compuestos que podrian estar influyendo en estas

actividades y sus posibles mecanismos de accion.
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Compuestos fenolicos totales

Didxido de Carbono
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DIPV Digestibilidad proteica in vitro

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EtOH Etanol

FeCls Cloruro de Hierro (IIT)

FI Fraccion Digerida Insoluble
FS Fraccion Digerida Soluble
g Gramos
GA Galleta de Avena sin Adicionar

GAC Galleta de Avena Comercial
GAFE Galleta de Avena adicionada con Frijol Extrudido
H-O Agua
H804  Acido sulfurico
HCl Acido clorhidrico
h Horas
IAA fndice de Absorcion en Agua

TAAC Indice de Absorcion en Aceite
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HA Harina de Avena
HFAC Harina de Frijol Azufrado-Higuera Crudo
HFAE Harina de Frijol Azufrado-Higuera Extrudido
IB [ndice de bioaccesibilidad
IR Indice de recuperacion
ISA indice de Solubilidad en Agua

kDa Kilodalton

RAW 264.7 Linea celular de macrofagos murinos derivada de raton

BALB/c

LDL Lipoproteina de baja densidad

M Molar
m/z Relacion masa/carga
mg Miligramos
min Minutos
mL Mililitros
mm Milimetros
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uM

ng/g

ug EAG/g

pnL

pum

NaOH

nm

NO

NO

pH

PBS

PS

rpm

SGD

Milimetros de mercurio

Micromolar

Microgramos por gramo

Microgramos equivalentes de acido galico por gramo

Microlitros

Micrometros

Normal

Hidréxido de sodio

Nandmetros

Oxido Nitrico

Numero

Potencial de hidrogeno

Buffer de fosfato salino

Proteina soluble

Revoluciones por minuto

Simulacion Digestion Gastrointestinal
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TE Temperatura

UAH Actividad hemaglutinante

UIT Unidades de inhibidores de tripsina

v/v Volumen por volumen
VT Velocidad de tornillo
Xg Por gravedad
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XII. ANEXOS

Cuadro 12. Composicion proximal, fisicoquimica, tecnofuncional y antinutricional de harina

de avena
Composicion proximal (%) HA
Harina de avena
Proteina 16.06+0.96
Lipidos 5.93+0.062
Cenizas 1.8+0.031
Carbohidratos 76.31+£0.926

Propiedades fisicoquimicas

Color
L* 83.87+1.69
a* 1.47+0.11
b* 9.06+0.39
AE 11.07+0.42
Actividad en agua 0.400+0.004
pH 6.4+0.00

Composicion tecnofuncional

Indice de absorcion en agua' 2.323+0.048
Indice de solubilidad en agua > 3.615+0.192
Indice de absorcién en Aceite? 2.212+0.123
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Composicion antinutricional

Inhibidores de tripsina* ND
Saponinas’ 2.249+0.110°
Acido fitico® 1269.3+45.1*
Lectinas’ ND

lg gel/g muestra seca

2g de solidos/ 100g muestra seca

3ml de aceite absorbido/ g de muestra seca

4UIT/mg

Sug equivalentes de fitato de sodio/g

® mgED/100 g muestra seca

"unidades de actividad hemaglutinante/ g muestra seca

ND= no detectado
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Figura 12. Curvas de crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 de las fracciones insolubles
(FI) y solubles (FS) de las muestras GAC, GA y GAFE evaluadas a diferentes concentraciones
(4, 8 y 10 mg/mL). La absorbancia (ABS) fue monitoreada en funcion al tiempo y comparada

con los controles PBS, gentamicina y sin tratamiento (SIN TX). GAC= Galleta de avena
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comercial. GA= Galleta de avena sin adicionar. GAFE= Galleta de avena adicionada con frijol
-+ SINTX & SINTX
08 - 10 mg/ML 08 & 10 mg/ML
0.6 -+ 8mg/ML 06 - 8 mg/ML
. ) -¥ 4 mg/ML
GAC g 0.4 4 mg/ML &’ 0.4 —- Gentamicina
g -
o -+ Gentamicina 2 02 o PBS
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0 0.0
0.vT g ; I —+ é 2 4 6
TIEMPO 02 TIEMPO
0.8
e SINTX 08 e SINTX
0.6 -# 10 mg/ML 0.6 = 10 mg/ML
-+ 8mg/ML -+ 8 mg/ML
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GA 02 -+ Gentamicina < 0.2 —-+- Gentamicina
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extrudido.

Figura 13. Curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 de las fracciones

insolubles (FI) y solubles (FS) de las muestras GAC, GA y GAFE evaluadas a diferentes

concentraciones (4, 8 y 10 mg/mL). La absorbancia (ABS) fue monitoreada en funcioén al tiempo
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y comparada con los controles PBS, gentamicina y sin tratamiento (SIN TX). GAC= Galleta de
avena comercial. GA= Galleta de avena sin adicionar. GAFE= Galleta de avena adicionada con

frijol extrudido.
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Cuadro 13. Unidades formadoras de colonias de E. coli y S. Aureus en los tratamientos evaluados ( GAC, GA y GAFE) en distintas

concentraciones (4, 8 y 10 mg/mL).

BACTERIA @ Sin tratamiento TRATAMIENTO

GAC
E. coli 1x10"* UFC/mL GA
GAFE
GAC
4x107 UFC/mL GA

S. aureus

GAFE

4 mg/mL

1x108 UFC/mL

4x10' UFC/mL

5x107 UFC/mL

2x10° UFC/mL

11x10* UFC/mL

8 mg/mL

3x107 UFC/mL

2x107 UFC/mL

5x10° UFC/mL

2x107 UFC/mL

2x10° UFC/mL

7x10° UFC/mL

10 mg/mL

1x107 UFC/mL

1x107 UFC/mL

8x107 UFC/mL

2x10° UFC/mL

4x10° UFC/mL

6x10” UFC/mL

Gentamicina

0 UFC/mL

0 UFC/mL

GAC= Galleta de Avena Comercial, GA=Galleta de Avena sin Adicionar, GAFE=Galleta de Avena adicionada con Frijol Extrudido.

UFC/mL= Unidades Formadoras de Colonias/ Mililitro Nota: la concentracion de 4 mg/mL de GAFE en E.coli se encuentra vacia

porque no se pudo realizar el conteo de la placa.
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