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1. Resumen

En anos recientes, se han desarrollado botanas alternativas hechas a base de frijol
(Phaseolus vulgaris L) con el fin de promover el consumo de legumbres. El
propdsito de este trabajo fue evaluar el efecto del consumo de una botana de
frijol sobre la concentracion de lipidos sanguineos por medio de un ensayo clinico
cruzado aleatorizado; asi como su composiciéon quimica, aceptacion sensorial,
propiedades de textura, y parametros microbioldgicos y fisicoguimicos. La
botana presentd una alta concentracion de proteina (27%) y fibra dietética (16%),
y niveles bajos de grasa (1.5%). Lo crujiente y la dureza fueron similares a las de
botanas comerciales (P> 0.05). Asimismo, mostré una alta aceptacion sensorial
con una puntuacién mediana de cuatro en una escala de cinco. Por otro lado,
esta botana se podria considerar segura para el consumo humano por la baja
presencia de bacterias mesdfilas aerobias (<10 UFC/g), coliformes (<10 UFC/qg),
mohos y levaduras (<10 UFC/g), debido a su baja actividad de agua de 0.268.
Respecto al ensayo clinico, el consumo de la botana de frijol disminuyo los niveles
de apolipoproteina B-100 (P=0.008). Esta reduccion podria asociarse con el
consumo adicional de fibra dietética durante el mismo periodo (P=0.04). A pesar
de que no hubo una mejora en ningun otro parametro bioquimico (P> 0.05),
tampoco tuvo un efecto negativo. En conclusiéon, el consumo diario de 32 g de
una botana de frijol altamente nutritiva, inocua y sensorialmente aceptada
disminuye los niveles sanguineos de apolipoproteina B-100, lo que podria influir

positivamente en la salud cardiovascular.



2. Introduccién

La alteracion de los niveles de colesterol en sangre, particularmente
concentraciones elevadas de lipoproteinas de baja densidad (LDL), aumentan el
riesgo de padecer alguna enfermedad cardiovascular (Anderson et al, 2016;
Grundy et al,, 2019; Rhee et al., 2019). El desequilibrio energético entre una dieta
alta en energia y una baja actividad fisica, un consumo elevado de grasas
saturadas y trans, y un bajo consumo de fibra dietética propician una
anormalidad en los niveles de colesterol (Anderson et al., 2016; Badimon & Chiva-
Blanch, 2019).

En México, el patron del consumo de alimentos no es el adecuado. El consumo
de alimentos ricos en fibra es bajo y el de alimentos ricos en grasa es alto. Por
ejemplo, menos de la mitad de la poblacidn consume verduras diariamente;
mientras que Mas de la mitad de los mexicanos ingiere botanas todos los dias
(INSP, 2018). La mayoria de las botanas comercializadas en México carecen de
una buena calidad nutricional. Estas botanas llegan a contener hasta un 39% de
grasa, solo un 5% de proteina y mas de 570 kcal por una porcion de 100 g
(PROFECO, 2018). Por este motivo, es importante disminuir el consumo de este
tipo de botanas y promover el consumo de opciones mas saludables.

Las legumbres han demostrado ser una alternativa nutritiva por su elevado
contenido de proteina, fibra dietética, almiddn resistente, compuestos bioactivos
Yy por su baja concentracidon de grasa (Escobedo & Mojica, 2021; Ferreira et al,
2020). La utilizacién de legumbres en el desarrollo de botanas podria proveer
beneficios a los consumidores como la disminucidn de los niveles de colesterol y
triglicéridos (Ferreira et al, 2020; Padhi & Ramdath, 2017). Ademas, ciertos
componentes de las legumbres han demostrado aumentar la saciedad, esto
podria disminuir el consumo alimentos, lo que facilitaria el control del peso
corporal, y asi, se podria disminuir el riesgo de desarrollar tanto obesidad como
alguna dislipemia (Clark & Duncan, 2017).

El frijol es la legumbre mas consumida y producida en México y en varias partes
de Latinoamérica (FAO, 2020; FIRA, 2016). A pesar de la enorme produccion de
frijol en el pais, su consumo ha disminuido cerca de un 40% en los ultimos 30

anos (FIRA, 2016). El desarrollo de una botana de frijol podria contribuir a revertir



el déficit en el consumo del frijol. Sin embargo, el diseno de este tipo de botanas
enfrenta ciertos desafios, entre ellos: la reduccidn o eliminacion de los factores
antinutricionales, la aceptacion sensorial por parte del consumidor y la validacion
de los beneficios a la salud. En los ultimos anos, las preferencias alimentarias
estan cambiando poco a poco y los consumidores comienzan a preferir
alimentos que mejoren la salud (Birch & Bonwick, 2019). Por lo cual, es necesario
desarrollar alimentos funcionales y demostrar su efecto benéfico a la salud. Una
de las estrategias mas adecuadas para demostrar el potencial biolégico es a
través de un ensayo clinico controlado aleatorizado (Ralston et al,, 2018). Este
trabajo plantea un estudio clinico de este tipo que tiene como objetivo evaluar el

efecto del consumo de una botana de frijol sobre los niveles de lipidos en sangre.
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3. Marco tedrico/Antecedentes

3.1 Digestion, absorcion y transporte de lipidos

Digestion y absorcion de lipidos

La digestion de los lipidos ocurre en un grado limitado en la boca y el estdmago,
pero ocurre predominantemente en el intestino delgado. La principal enzima
digestiva en este proceso es la lipasa pancreatica, que cataliza la division de los
enlaces que unen los acidos grasos con el primer y tercer atomo de carbono del
glicerol, produciendo dos acidos grasos libres y un monoglicérido como
productos (Figura1).

Los lipidos en los alimentos ingeridos son insolubles en agua y se agregan en
grandes gotas de lipidos. Debido a que la lipasa pancreatica es una enzima
soluble en agua, su accién digestiva en el intestino delgado solo puede tener
lugar en la superficie de una gota de lipidos. Con el propdsito de aumentar la tasa
de digestion, se produce una emulsificacion de las grasas, disminuyendo el
tamano de las gotas hasta 1 mm de diametro, aumentando el area superficial y
la accesibilidad a la accién de la lipasa. La emulsificacion de la grasa se genera
debido a la motilidad del tracto gastrointestinal y por la presencia de fosfolipidos
de los alimentos y las sales biliares secretadas por la bilis que actuan como
surfactantes (Widmaier et al., 2019b).

Aunque la emulsificaciéon acelera la digestidn, la absorcidén seria muy lenta si no
fuera por una segunda accién de las sales biliares, la formacién de micelas, que
son similares a las gotas de emulsidn, pero mas pequenas. Las micelas rondan
entre 4 a 7 nm de diametro y consisten en sales biliares, acidos grasos,
monoglicéridos y fosfolipidos. En el ndcleo de las micelas se encuentran
pequenas cantidades de acidos grasos, monoglicéridos, vitaminas liposolubles y
colesterol (Barrett et al, 2019a). A pesar de que los acidos grasos y los
monoglicéridos tienen una solubilidad extremadamente baja en agua, algunas
moléculas pueden difundirse a través de las membranas plasmaticas de las
células epiteliales. Las micelas estan en equilibrio con la concentracion de los
productos de digestion de grasas que estan libres en solucién. Por lo tanto, las
micelas se descomponen y reforman continuamente. A medida que las

concentraciones de lipidos libres disminuyen debido a su difusion en las células

n



epiteliales,

las micelas liberan mas lipidos en la fase libre a medida que

comienzan a descomponerse. Las micelas no se absorben, sino las moléculas

lipidicas liberadas por las micelas (Widmaier et al., 2019b).
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Nota. Adaptado de “The Digestion and Absorption of Food” por E. P. Widmaier

(Ed.), Vander's Human Physiology: The Mechanisms of Body Function (5" ed., pp.

531-571), 2019, New York: McGraw-Hill Education.
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Transporte de lipidos via exégena

Durante su paso a través de las células epiteliales, los acidos grasos y los
monoglicéridos se vuelven a sintetizar en triglicéridos. Estos triglicéridos se
agregan en pequenas gotas recubiertas con proteinas anfipaticas conocidas
como apolipoproteinas que actuan como surfactantes similar a las sales biliares
(Garg, 2015). Estas pequenas gotas de grasa extracelular de 1 micrén de diametro
se conocen como quilomicrones. Los quilomicrones contienen triglicéridos,
fosfolipidos, colesterol y vitaminas liposolubles que han sido absorbidos. Los
guilomicrones pasan a los lacteos (vasos linfaticos en las vellosidades intestinales)
en lugar de a los capilares sanguineos. La linfa del intestino delgado, como de
cualquier otra parte del cuerpo, se vacia en las venas sistémicas. Los
quilomicrones se descomponen por la lipoproteina lipasa que hidroliza los
triglicéridos, y los acidos grasos resultantes se transportan a los musculos y al
tejido adiposo, mientras que los quilomicrones remanentes ingresan al higado

(Badimon & Chiva-Blanch, 2019; Widmaier et al., 2019a).

Transporte de lipidos via endégena

Los lipidos circulan en el plasma como parte de varios complejos de
lipoproteinas: lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas
de alta densidad (HDL) (Tabla 1). Estos complejos se encargan principalmente de
transportar colesterol, triglicéridos y fosfolipidos por todo el cuerpo. Las VLDL se
forman en el higado y transportan los triglicéridos formados en el higado
(Widmaier et al,, 2019a) (Figura 2).

La lipoproteina lipasa hidroliza los triglicéridos de las VLDL para suministrar
acidos grasos a los tejidos periféricos, transformando las VLDL en IDL. Las IDL
pierden fosfolipidos vy, a través de la accidon de la enzima plasmatica lecitina-
colesterol aciltransferasa, recogen los ésteres de colesterilo formados a partir del
colesterol en el HDL. Las IDL pierden mas triglicéridos y proteinas,
probablemente en los sinusoides del higado, y se convierten en LDL (Badimon &
Chiva-Blanch, 2019; Barrett et al., 2019b).

13



Tabla 1 Composicion de las principales lipoproteinas

Composicion (%)

. . Tamanho . Colesterilo Ester de .. .
Lipoproteinas (nm) Proteina libre colesterol TG Fosfolipidos Origen
Quilomicrones 75-100 2 2 3 90 3 Intestino
VLDL 30-80 8 4 16 55 17 Higado e

intestino
IDL 25-40 10 5 25 40 20 VLDL
LDL 20 20 7 46 S 21 IDL
HDL 7.5-10 50 4 16 5 25 Higado e

intestino

TG, triglicéridos; VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad; IDL, lipoproteinas de
densidad intermedia; LDL, lipoproteinas de baja densidad; HDL, lipoproteinas de alta
densidad.

Nota. Adaptado de “General Principles & Energy Production in Medical Physiology”
por K. E. Barrett, S. M. Barman, H. L. Brooks y Jason X. J. Yuan, in K. E. Barrett, S. M.
Barman, H. L. Brooks y Jason X. J. Yuan (Eds), Ganong's review of medical physiology
(26 ed., pp. 21-90), 2019, Ohio: McGraw-Hill Education.

Las LDL son las principales portadoras de colesterol y lo entregan a las células de
todo el cuerpo. Las LDL se unen a los receptores de membrana plasmatica
especificos para el componente de apolipoproteina de las LDL y luego son
absorbidas por las células por endocitosis. A diferencia de las LDL, las HDL
eliminan el exceso de colesterol de la sangre y los tejidos, incluidas las células
cargadas de colesterol de las placas aterosclerdticas. Luego entregan este
colesterol al higado, que lo secreta en la bilis o lo convierte en sales biliares. Junto
con las LDL, las HDL también entregan colesterol a las células endocrinas
productoras de esteroides. La absorcion de las HDL por el higado y estas células
endocrinas se ve facilitada por la presencia en sus membranas plasmaticas de un
gran numero de receptores especificos para las apolipoproteinas de HDL, que se
unen a los receptores y luego son llevados a las células (Widmaier et al., 2019a).

El colesterol LDL (LDL-c) a menudo se denomina colesterol "malo" porque una
alta concentracion plasmatica puede asociarse con un aumento de la deposicion
de colesterol en las paredes arteriales y una mayor incidencia de ataques

cardiacos. La designacion de "malo" no deberia ocultar el hecho de que el LDL-c

14



es esencial para suministrar a las células el colesterol que requieren para
sintetizar las membranas celulares y, en el caso de las génadas y las glandulas
suprarrenales, las hormonas esteroides. Usando el mismo criterio, el colesterol

HDL (HDL-c) ha sido designado colesterol "bueno" (Widmaier et al., 2019a).

Colesterol Colesterol

Fosfolipidos

Apolipoproteina

Triglicéridos

HDL LDL VLDL Quilomicrén

Figura 2 Complejos transportadores de lipidos. HDL, lipoproteinas de alta
densidad; LDL, lipoproteinas de baja densidad; VLDL, lipoproteinas de muy baja
densidad.

Nota. Adaptado de “General Principles & Energy Production in Medical
Physiology” por K. E. Barrett, S. M. Barman, H. L. Brooks y Jason X. J. Yuan, in K. E.
Barrett, S. M. Barman, H. L. Brooks y Jason X. J. Yuan (Eds), Ganong's review of

medical physiology (26" ed., pp. 21-90), 2019, Ohio: McGraw-Hill Education.
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Apolipoproteinas

Las apolipoproteinas son componentes fundamentales de las lipoproteinas y
algunas actuan como ligandos para los receptores de la familia de receptores de
lipoproteinas. Diversas apolipoproteinas juegan papeles importantes como
cofactores, activadores o inhibidores de enzimas en el metabolismo de los lipidos
(Badimon & Chiva-Blanch, 2019). ApoB-100 es la principal proteina constituyente
de las VLDL, IDL y LDL. Por lo tanto, la concentracion plasmatica de apoB-100
refleja el nUmero total de particulas aterogénicas. Los estudios epidemioldgicos
prospectivos y ensayos de reduccion de lipidos demuestran claramente que la
cuantificacion de apoB-100 es a menudo mejor que la medicion del LDL-c en la
estimacion del riesgo de enfermedad cardiovascular (Anderson et al, 2016;

Frazier-wood & Wang, 2016).

3.2 Dislipidemias y sus complicaciones

Dislipidemias

Las dislipidemias son un conjunto de enfermedades resultantes de
concentraciones anormales de colesterol total, triglicéridos, HDL-c y LDL-c en
sangre, que participan como factores de riesgo en las enfermedades
cardiovasculares (Tabla 2) (CENETEC, 2016; Frazier-wood & Wang, 2016). Las
enfermedades cardiovasculares son las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo y se debe principalmente a |la aterosclerosis. La
aterosclerosis es un proceso inflamatorio, desencadenado por la presencia de
lipidos, esencialmente LDL-c en la pared vascular. La retencion subendotelial de
las lipoproteinas es el evento iniciador clave en la aterosclerosis, provocando una
cascada de eventos a la respuesta patogénica. Se ha demostrado que el deposito
arterial de colesterol es directamente proporcional a la concentraciéon de

lipoproteinas plasmaticas circulantes (Badimon & Chiva-Blanch, 2019).
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Tabla 2 Niveles adecuados de lipidos en sangre

Niveles alterados para iniciar tratamiento

Lipido Niveles adecuados farmacolégico

Colesterol total <200 mg/dL -

LDL-c 115 mg/dL =190 mg/dtLOct)azl1e555>r;%/<rol1_gs/ideLl colesterol
HDL-c >40 mg/dL <35 mg/dL

Triglicéridos <150 mg/dL >204 mg/dL

LDL-c, lipoproteinas de baja densidad; HDL-c¢, lipoproteinas de alta densidad.

Nota. Adaptado de “Diagndstico y tratamiento de dislipidemias (hipercolesterolemia)
en el adulto” por Centro Nacional de Excelencia Tecnoldgica en Salud, Catalogo
Maestro de Guias de Practica Clinica, 2016, México: Secretaria de Salud.

Los cambios en el estilo de vida son la principal recomendacidon para controlar
los niveles de lipidos en sangre. Sin embargo, la alteracion de estos niveles puede
llegar al punto donde sea necesaria una intervencién farmacolégica (Tabla 2).
Existen otros factores para considerar el inicio de un tratamiento farmacoldgico,
entre los principales se incluyen: diabetes, insuficiencia renal crénica,
hipertension, enfermedades inflamatorias y cardiovasculares. Ademas, los
adultos de 40 a 75 anos son candidatos potenciales para la terapia farmacolégica
(Anderson et al., 2016; Grundy et al,, 2019; Rhee et al., 2019).

3.3 Efectos del consumo de frijol

La prevencion de las dislipidemias se basa en modificaciones en el estilo de vida
que incluyen cambios en la alimentacién y actividad fisica. Dentro de las
recomendaciones dietéticas se sugiere incorporar alimentos altos en grasas
monoinsaturadas y alimentos de origen vegetal, como frutas, verduras, cereales
de grano entero y legumbres (Rees et al.,, 2019). Entre las legumbres, el frijol ha
demostrado disminuir los niveles en sangre de triglicéridos, colesterol total y

LDL-c (Tabla 3) (Ferreira et al., 2020; Padhi & Ramdath, 2017).
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Tabla 3 Ensayos clinicos sobre el consumo de frijol en relacion con los niveles

de lipidos

Porciéon n Edad Disefo CT LDL-c HDL-c TG Referencia
Frijol pinto ) R . . i (Winham
(v taza/dia) 16 22-65 CB8sem -19mg/dL* -13mg/dL* -3mg/dL -19 mg/dL et al, 2007)
Frijol (Winham &
horneado 23  22-70 C,8sem -13mg/dL* -8mg/dL -2mg/dL -17 mg/dL Hutchins,
(¥4 taza/dia) 2007)
Frijol pinto ) o Lok o ok o Lok (Finley et
(130 g/dfa) 40 18-55 P,12sem ®-4% ~-7% % -4% ND al, 2007)
Frijol cocido 28 ) R x . . (Zhang et
(250 g/dia) (RI) 35-75 C,4sem -17mg/dL* -12 mg/dL* -4 mg/dL* -10 mg/dL al, 2010)
Frijol crudo 4178 C,6sem -10 mg/dL* -12mg/dL* -1 mg/dL +12 mg/dL  (Buane
(120 g/dia) ' 9 9 9 9 1997)
Frijol kidney -
cocido 20 30-60 C,2sem -15mg/dL* -16 mg/dL* +1mg/dL -1mg/dL (1/inidad et
(95 o/dia) al,, 2010)

n, tamano de muestra; CT, colesterol total; LDL-c, lipoproteinas de baja densidad; HDL-
¢, lipoproteinas de alta densidad; TG, triglicéridos; RIl, personas con resistencia a la
insulina; C, estudio crossover; P, estudio paralelo; sem, semanas; ND, no determinado; *
indica diferencia significativa a £ <0.05.

El frijol en la reduccion de lipidos en sangre

La fibra dietética, los fitoesteroles y las saponinas son los principales
componentes del frijol involucrados en la regulacién de los niveles de lipidos
sanguineos. La fibra dietética es |la parte comestible de las plantas o hidratos de
carbono analogos que son resistentes a la digestion y absorcion en el intestino
delgado humano con una fermentacidon completa o parcial en el intestino grueso
(DeVries et al, 2001). La fibra dietética se puede clasificar en dos partes, fibra
soluble e insoluble. La fraccion de fibra insoluble en el frijol es aproximadamente
del 70% de la fibra dietética total que, se compone principalmente de celulosa,
hemicelulosa, ligninas y almidén resistente; mientras que la porcién de fibra
soluble se comprende esencialmente de pectina, gomas y algunas
hemicelulosas (Azarpazhooh & Boye, 2012). La fibra soluble se transforma en un
gel viscoso en el intestino delgado que puede interferir con la formacion de
micelas y atrapar los acidos biliares, que estan hechos de colesterol. Los acidos
biliares generalmente son reabsorbidos por el cuerpo y reutilizados. Cuando

estos acidos quedan atrapados en las hecesy posteriormente son excretados por
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el cuerpo, el higado debe usar el colesterol existente para producir acidos biliares
y reponerlos, reduciendo asi los niveles de colesterol (Jenkins et al., 2019). La fibra
soluble del frijol se fermenta por bacterias del colon para producir acidos grasos
de cadena corta (AGCC), especificamente acido acético, butirico y propidénico. Si
los AGCC no son metabolizados por los colonocitos, se absorben en el sistema
sanguineo y llegan al higado, donde se cree que pueden interferir con el
metabolismo de lipidos (Ramirez-Jiménez et al., 2015).

Los esteroles vegetales (fitoesteroles) son un grupo de compuestos naturales
derivados de la estructura de 1,2-ciclopentanofenantreno. Los fitoesteroles mas
abundantes son B-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Kaloustian et al., 2008).
Existen varias teorias para explicar como los fitoesteroles inhiben la reabsorcion
del colesterol. La base de las teorias es que los fitoesteroles y el colesterol
comparten una estructura muy semejante, haciéndolos actuar de manera similar
en el cuerpo. Una de las teorias plantea que los fitoesteroles y el colesterol
compiten por la inclusion en las micelas. Si el colesterol es reemplazado por los
fitoesteroles en las micelas, no podria ser absorbido en las células e incorporarse
a los quilomicrones. También se ha propuesto que la competencia entre el
colesterol y los fitoesteroles se produce para su inclusién en los quilomicrones en
lugar de las micelas (Jenkins et al., 2019; Ramirez-Jiménez et al., 2015).

Las saponinas contienen un resto de un hidrato de carbono unido a un
triterpenoide o esteroides. La soyasaponina A, la soyasaponina B y el fasedsido |,
se han descrito como las principales saponinas en el cotileddn y la cascarilla del
frijol. Las saponinas reducen la absorcion de colesterol en el intestino delgado al
interferir con la formacién de micelas de colesterol. La naturaleza anfipatica de
las saponinas, con regiones polares y no polares, confiere a estos compuestos
propiedades de tipo detergente. Tal caracteristica permite formar una
agregacion en forma de micelas de saponinas y colesterol, lo que resulta en la
inhibicion de la absorcion de colesterol (A. K. Ramirez-Jiménez et al., 2015; Shi et
al., 2004).
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3.4 Frijol

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) pertenece a la familia de las legumbres. Existen
13,000 especies de legumbres, de las cuales sélo 20 se consumen (Howard et al,,
2018). Es un alimento importante en todo el mundo debido a su gran valor
nutricional, especialmente entre los grupos de personas de menores ingresos en

los paises en desarrollo.

Composicién quimica del frijol

El frijol es uno de los alimentos nutricionalmente mas completos, posee un
importante contenido de proteinas, fibra dietética, hidratos de carbono de lenta
absorcion, antioxidantes, entre otros (Azarpazhooh & Boye, 2012). No obstante, el
frijol contiene algunos factores antinutricionales que pueden tener efectos
nutricionales adversos, incluso cuando se presentan en bajas concentraciones.
Los a-galactooligosacaridos (a-GOS) como rafinosa, verbascosa y estaquiosa, son
algunos de los factores antinutricionales con mayor presencia en las legumbres
y los responsables de las flatulencias después de consumirlas, debido a su

fermentacion en el intestino (Tabla 4) (Thirunathan & Manickavasagan, 2018).

Tabla 4 Composicidon quimica del frijol crudo

Concentracion

Compuesto (% peso seco)
Proteina 225
Hidratos de carbono 66.8
Fibra dietética 18.4
Almidon resistente 36.8
a-GOS 4.8
Lipidos 1.6

a-GOS, a-galactooligosacaridos.

Nota. Adaptado de “Thermal and enzymatic
treatments reduced a-galactooligosaccharides in
common bean (Phaseolus vulgaris L.) flour” por A.
Escobedo, C. Mora y L. Mojica, 2019, Journal of
Food Processing and Preservation, 43, p. e14273.
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Produccion y consumo de frijol en México

En nuestro pais se pueden encontrar alrededor de 70 variedades de frijol, entre
las mas producidas se encuentran el frijol negro, pinto, azufrado, peruano, flor de
mayo y flor de junio (Figura 3). El frijol se cultiva en todos los estados de la
republica mexicana, siendo Zacatecas, Durango y Chihuahua las entidades con
mayor produccion (FIRA, 2016). En México se cosechan al afo poco mas de un
millén de toneladas de frijol, cubriendo casi en su totalidad el consumo de la
poblacion de 9.9 kg per capita al ano (SAGARPA, 2017). Sin embargo, su consumo
ha disminuido casi un 40% los ultimos 30 anos. La migracion, el urbanismo y la

globalizacion son las principales causas de dicha disminucion (FIRA, 2016).

® Negro
Pinto
® Flor de mayo

Azufrado/Peruano

® Flor de junio

= B B2

Otros

Figura 3 Produccién de frijol por variedad
Nota. Adaptado de “Panorama Agroalimentario | Frijol 2016" por Fideicomisos
Instituidos en Relacion con la Agricultura, (p. 12), 2016, México.
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3.5 Botana de frijol

En el 2019 se desarrollé6 una botana de frijol utilizando procesos de remojo,
coccion y horneado. Dicha invenciéon se encuentra en solicitud de patente ante
el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial con el nUmero de expediente
MX/a/2019/011048. Se determind el contenido de proteina total, grasas totales,
hidratos de carbono disponibles, fibra dietética total, almidon resistente y a-GOS

(vidoc.impi.gob.mx/visor?usr=SICA&texp=SI&tdoc=E&id=MX/a/2019/011048).

Ademas, se realizdé una evaluacion sensorial — prueba heddnica con 5 niveles de

aceptacion, la cual mostré una aceptacion del 85% por parte de los evaluadores.

3.6 Evaluacion sensorial

La evaluacidn sensorial comprende un conjunto de técnicas para la medicidon
precisa de la respuesta humana a los alimentos y minimiza los efectos
potencialmente sesgos de la identidad de la marca y otra influencia de la
informacion en la percepcién del consumidor. Se utilizan comUnmente tres tipos
de pruebas sensoriales, cada una con un objetivo diferente y con participantes
seleccionados con diferentes criterios. Las pruebas de aceptacioén se utilizan para
evaluar la aceptabilidad, el gusto del producto o para determinar cual de una
serie de productos es el mas aceptable. La escala heddnica, también conocida
como grado de escala de gusto supone que las preferencias del consumidor
existen en un continuo y esa preferencia se puede clasificar por respuestas

basadas en “me gusta” y “me disgusta” (Figura 4) (Lawless & Heymann, 2010).
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___ Me gusta extremadamente.
__ Me gusta mucho.

__ Me gusta moderadamente.
__ Me gusta un poco.

__ Nime gusta ni me disgusta.
__ Medisgusta un poco.

__ Medisgusta moderadamente.
__ Medisgusta mucho.

Me disgusta extremadamente.

Figura 4 Frases para la escala heddnica de 9 puntos. Las respuestas en esta
escala generalmente tienen valores asignados de 1 a 9, 1 para disgusto
extremadamente y 9 para me gusta extremadamente.

Nota. Adaptado de “How To Use Sensory Analysis To Meet Your Objective” por
R.P. Carpenter, D.H. Lyon, T. A. Hasdell, in R.P. Carpenter, D.H. Lyon, T. A. Hasdell
(Eds), Guidelines for Sensory Analysis In Food Product Development and Quality
Control (2" ed. p. 326), 2000, Gaithersburg: Campden & Chorleywood.

Simultaneamente, se pueden evaluar descriptores hedonicos comunmente
utilizados para evaluar botanas a base de legumbres como el gusto por la
apariencia, el aroma, el sabor, la textura y la aceptabilidad general, o se pueden
evaluar solo las preferencias o los atributos que determinan la preferencia

(O'Sullivan, 2017, Ramirez-Jiménez et al., 2018; Rathod & Annapure, 2016).
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4. Justificacion

El consumo elevado de alimentos ricos en grasas, especialmente, saturadas y
trans, junto a una baja ingestion de fibra dietética puede promover la alteracion
en los niveles de lipidos en sangre (Anderson et al.,, 2016; Badimon & Chiva-Blanch,
2019). De acuerdo con lo reportado por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
2018, el 37% de las mujeres y hombres mayores de 20 anos que tenian un reporte
de medicion de colesterol y triglicéridos, mostraron concentraciones elevadas de
estos parametros (INSP, 2018). En relacion con la alimentacién, segun datos de la
misma encuesta, la poblacién mexicana consume con poca frecuencia alimentos
altos en fibra. Tan solo el 44.9% de los mexicanos mayores de 20 aRos consumen
verduras diariamente, mientras que solo el 24.9% de los adolescentes entre 12 y
19 anos las consumen con esa frecuencia. Aunado a esto, 35.4% de la poblacion
mayor de 20 anos consume diario botanas, dulcesy postres; en cambio, poco mas
de la mitad de los adolescentes entre 12 y 19 aflos consumen diariamente estos
alimentos (INSP, 2018). El aporte nutrimental de las botanas en México es
deficiente; por ejemplo, su contenido de grasas oscila entre 22.2 y 38.8 g por 100
g de producto. Por otro lado, proveen Unicamente de 4.8 a 7.5 g de proteina por
cada 100 g de botana. Asimismo, el contenido caldrico y de sodio también son
altos. Las calorias varian entre 462 y 573 kcal, y el sodio de 492 mg hasta 2,906 mg
por 100 g de producto (PROFECO, 2018).

Para evitar el desarrollo de las complicaciones metabdlicas es indispensable
disminuir el consumo de botanas con alto contenido de grasas o remplazarlas
por opciones saludables. Las legumbres han demostrado ser una opcion
nutritiva, gracias a su elevado contenido de proteina, fibra dietética, compuestos
bioactivos y a su baja concentracion de grasa (Ferreira et al.,, 2020). Pese a que el
consumo de legumbres en forma de botanas podria evitar la alteracidn de los
niveles de colesterol y triglicéridos, estas botanas enfrentan ciertos desafios
(Clark & Duncan, 2017; Escobedo & Mojica, 2021; Ferreira et al, 2020; Padhi &
Ramdath, 2017). El primero es obtener una aceptacion sensorial, incluyendo la
textura, el sabory el color del producto final. Un segundo desafio es la eliminacion
o reduccidn de los factores antinutricionales, particularmente los inhibidores de

tripsina, quimotripsina y a-amilasa, a-galactooligosacaridos, acido fitico y algunos
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compuestos fendlicos (Sozer et al, 2017). El tercer desafio es consolidar estas
botanas como un alimento funcional.

La creciente conciencia sobre la relacién entre la dieta y la salud ha cambiado
considerablemente las preferencias alimentarias, lo que lleva a los consumidores
a elegir un producto alimenticio sobre otro con el fin de obtener un beneficio a la
salud (Birch & Bonwick, 2019). De este modo, los alimentos funcionales son
excelentes opciones, ya que proveen un efecto benéfico sobre una o varias
funciones especificas en el organismo, mejorando el estado de salud y de
bienestar, o bien, reduciendo el riesgo de una enfermedad (Ashwell, 2002). No
obstante, debe haber un beneficio cientificamente verificable y demostrable
para los consumidores. Los estudios de intervenciéon clinica en humanos se
utilizan para identificar las relaciones de causa y efecto entre un alimento y una
condicion de salud (Birch & Bonwick, 2019). Estos ensayos controlados
aleatorizados se consideran el "estandar de oro", obligatorio para desarrollar
declaraciones de propiedades saludables (Ralston et al.,, 2018).

En este sentido, existe evidencia sélida de que la botana de frijol podria disminuir
los niveles de lipidos en sangre (Ferreira et al., 2020; Padhi & Ramdath, 2017). Con
la finalidad de demostrar este efecto, se planted realizar un ensayo clinico

cruzado aleatorizado.
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5. Hipotesis
El consumo de una botana de frijol (Phaseolus vulgaris L.) disminuye los niveles

de lipidos sanguineos.

6. Objetivos
Objetivo general
Evaluar el efecto del consumo de una botana de frijol sobre la concentracion de

lipidos sanguineos por medio de un ensayo clinico cruzado aleatorizado.

Objetivos especificos

1. Desarrollar la botana de frijol a partir de la variedad de frijol con el mayor
contenido de proteina y fibra dietética.

2. Caracterizar quimicamente la botana de frijol y elaborar el etiquetado
nutrimental.

3. Evaluar textura, aceptacion sensorial y parametros microbioldgicos de la
botana de frijol.

4. Evaluar el efecto del consumo de una botana de frijol sobre los niveles de
lipidos sanguineos en personas con alteraciones en los niveles de lipidos

sanguineos a través de un ensayo clinico cruzado aleatorizado.
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7. Materiales y métodos

7.1 Metodologia general

Se determind el contenido de proteina y fibra dietética de cinco las variedades
de frijol con mayor produccion en México (negro, pinto, flor de mayo, azufrado y
peruano). Con base en estos resultados, se selecciono la variedad de frijol con el
mayor contenido de proteina y fibra dietética. Enseguida, se produjo la botana
con esta variedad basandose en el procedimiento de la solicitud de patente
“Botana de frijol horneado” y se caracterizé quimicamente. Posteriormente, se
cuantificé la dureza y lo crujiente de la botana de frijol y se compard con algunas
botanas comerciales. A continuacién, se evalud la aceptacion de la botana a
través de una prueba heddnica de cinco puntos. A la vez, se realizd un analisis
microbiolégico de la botana después de tres meses de almacenamiento. Por
ultimo, se evalud el efecto del consumo de la botana de frijol sobre los niveles de

lipidos en sangre por medio de un ensayo clinico cruzado aleatorizado (Figura 5).

Desarrollo de la botana
* Proteina total « Grasas trans

l + Hidratos de + Sodio
carbono « Almidén
Caracterizacién quimica « Fibra soluble resistente
de la botana « Fibra insoluble + Oligosacaridos
* Azlcares * Saponinas
l « Grasas totales * Fitoesteroles
Evaluacién sensorial, « Grasas saturadas  + Polifenoles
microbiolégica y de

textura de la botana

l

Ensayo clinico

I
1 1

Clinicos Bioquimicos

Figura 5 Diagrama de metodologia general.
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7.2 Desarrollo de la botana

Seleccion de variedad de frijol

Las variedades de frijol peruano, azufrado, flor de junio, negro y pinto fueron
adquiridas en un mercado local, y limpiadas para eliminar materiales extranos y
semillas dafnadas. Se determino el contenido de proteina total (método NMX-F-
608-NORMEX-201) y fibra dietética total (método NMX-F-622-NORMEX-2002). La
variedad de frijol con el mayor contenido de proteina y fibra dietética fue elegida

para producir la botana de frijol.

Preparacion de botana de frijol

Los frijoles peruanos se remojaron en agua purificada. Se elimind el agua de
remojo, se enjuagaron y se cocinaron. Se agrego sal y acido citrico a los frijoles
cocidos antes de hornearlos (patente pendiente) (Figura 6). Al final, la botana

horneada de frijol se empaquetd individualmente en bolsas resellables.

Figura 6 Botana horneada de frijol.

7.3 Caracterizacion quimica

Macronutrientes y micronutrientes

La botana de frijol fue analizada para cuantificar el contenido de proteina total
(NMX-F-608-NORMEX-2011), fibra dietética soluble e insoluble (NMX-F-622-
NORMEX-2002), grasa total (NOM-086-SSA1-1994), grasa saturada (NMX-490-
1999-NORMEX), grasas trans (NMX-490-1999-NORMEX), azucares (NOM-086-
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SSA1-1994), hidratos de carbono disponibles (NOM-051-SCFI/SSA1-2010) vy
contenido de sodio (INS-SM-US-71). El almiddn resistente (K-RSTAR 08/18) y los a-
galactooligosacaridos (K-RAFGL 04/18) se cuantificaron siguiendo las

indicaciones de los kits de ensayo de Megazyme (Wicklow, Irlanda).

Fitoquimicos

Los polifenoles totales se analizaron utilizando una adaptacion del método Folin-
Ciocalteu descrito por Hsieh-Lo et al. [13]. Los extractos metandlicos se
prepararon mezclando 100 mg de muestra molida (tamiz de 0.59 mm) con 900
ML de metanol al 99%. Las soluciones se mezclaron y sonicaron a 20 °Cy 37 kHz
durante 30 min. Las muestras se centrifugaron a 3,000g durante 10 min. Los
sobrenadantes se decantaron en tubos de microcentrifuga y se secaron
utilizando un concentrador de vacio centrifugo a 1,000g durante 30 min. Las
muestras se reconstituyeron con 1 mL de agua destilada, luego se colocaron 50
ML en una placa de fondo plano de 96 pocillos con 50 uL de reactivo Folin-
Ciocalteu y se dejaron reposar durante 5 min. Finalmente, se afladieron 100 pyL de
una solucién de carbonato de sodio al 20% (p/v) y se incubaron durante diez
minutos Mas. La absorbancia se leyé a 765 nm, y los resultados se expresaron
como equivalentes de acido galico (EAG).

La extraccion de saponinas se realizé con base en el método propuesto por Guo
et al. (2011). Las muestras se molierony tamizaron en un tamiz de 0.59 mm. Luego,
se pesaron 50 mg de muestra en un tubo de microcentrifuga y se agregd 1 mL
de etanol al 70%. Los tubos se mezclaron y sonicaron a 20 °Cy 37 kHz durante 30
min. Para finalizar, los tubos se centrifugaron a 3,000g durante 10 min. Por otra
parte, el contenido de saponinas se determind utilizando el método de Lai et al.
(2013) con ligeras modificaciones. Brevemente, 50 pL del extracto se mezclaron
con 50 pL de soluciéon de vainillina al 8% recién preparada (con etanol) y 500 pL
de acido sulfurico al 72% en un bafo de agua con hielo. La mezcla se calentd en
un bano de agua a 60 °C durante 10 minutos y luego se enfrié en un bano de
agua con hielo. La absorbancia se leyd a 544 nm, y los resultados se expresaron
como equivalentes de soyasaponina Bb (ESB). La sustancia de referencia

Soyasaponin Bb se adquirié de Phyproof (PHL83545, PhytolLab, Alemania).

29



La extraccion de fitoesteroles se llevd a cabo empleando un método utilizado por
Saptarini et al. (2016). Primero, se pesd 1 g de muestra en tubos de centrifuga de
15 mL, y se agregaron 3 mL de solucion de n-hexano y etanol al 70% (82:18). Los
tubos se mezclaron y sonicaron a 20 °C y 37 kHz durante 30 min. Los tubos se
centrifugaron a 3,000g durante 10 min, y el sobrenadante se recuperé en un vial
de vidrio de 22 mL. A continuacion, se anadid 1 mL de 26.73 M de KOH al extracto,
se mezcld, se hirvio (<100 °C) durante 1 h y se enfrié a temperatura ambiente. La
mezcla se transfirid a un embudo separador de 50 mL, y el vial se lavd con una
porcion de 2 mL de agua destilada caliente (>80 °C) y otra de agua a temperatura
ambiente. La mezcla se extrajo cuatro veces con porciones de 5 mL de n-hexano.
Cada porcion se recogidé en un tubo de ensayo, y el n-hexano se evapord en un
evaporador rotativo a 40 °Cy 260 mBar. Luego, la concentracion de fitoesteroles
se midid utilizando el método propuesto por Saptarini et al. (2018). El extracto
seco de fitoesteroles se disolvid con 1 mL de cloroformo. Posteriormente, se
agregaron 150 pL del extracto y las soluciones estandar en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL, y se mezclaron con 300 pL de reactivo Liebermann-
Burchard y 300 pL de cloroformo. Las soluciones se cubrieron con aluminio y se
incubaron en la oscuridad durante 10 min, y la absorbancia se leyd a 630 nm. El
reactivo Liebermann-Burchard se preparé enfriando anhidrido acético durante
30 min en una cama de hielo, y se mezclaron 10 mL con 1 mL de acido sulfurico
concentrado. Los resultados se expresaron como equivalentes de B-Sitosterol (EB-
S). La sustancia de referencia de B-Sitosterol fue adquirida de Sigma-Aldrich
(S1270, MO, EE.UU.).

7.4 Evaluacion de textura, aceptacion sensorial y parametros microbiolégicos
Textura

Las propiedades de textura, lo crujiente y la dureza, de la botana horneada de
frijol se compararon con botanas comerciales, incluyendo chicharréon de cerdo
(Sabritas®), frituras de platano (BEL ARA®), palomitas de maiz (ACT |I® sabor
natural), extruidos de maiz (Cheetos® torciditos sabor queso y chile), maiz frito
(BEL ARA®) y guisantes fritos (BEL ARA®). Lo crujiente se determind con una

celda de corte Kramer de 5 cuchillas bajo las siguientes condiciones:
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e Test speed. 2 mm/s
e Target mode. distance (20 mm)

e Trigger type. buttom (5.0 g)

Mientras que la dureza se analizé con una placa de compresion de 100 mm
conforme a los siguientes parametros:

e Test speed.: 7 mm/s

e Target mode: strain (50%)

e Trigger type. automatic (5.0 g)

Las evaluaciones fueron llevadas a cabo utilizando un TATX. Plus Texture
Analyser (Stable Micro Systems, Reino Unido). Se realizaron seis réplicas para

cada snack para el analisis de lo crujiente y 25 para el de dureza.

Aceptacioén sensorial

Posteriormente, se evalud la aceptacion general, apariencia, dureza y lo crujiente
de la botana horneada de frijol con 80 consumidores no entrenados utilizando
una escala heddnica de cinco puntos, de acuerdo con la siguiente escala: 5-muy
bueno, 4-bueno, 3-ni malo ni bueno, 2-disgusta, 1-muy malo. Ademas, también
se evaluaron los extruidos de maiz (Cheetos® torciditos sabor queso y chile) y las
palomitas de maiz (ACT II® sabor natural), ya que presentaron valores de lo
crujiente y dureza similares a los de la botana horneada de frijol (£ >0.05). Los
voluntarios fueron reclutados en el Centro de Investigacidn y Asistencia en
Tecnologia y Disefo del Estado de Jalisco y por medio de las redes sociales.

Se prepard una hoja maestra para codificar las muestras y se ordenaron de
Mmanera aleatoria en Excel. Las botanas se colocaron dentro de vasos de plastico
de 30 mL, los cuales se etiquetaron con los cédigos. A cada participante se le
entregd una hoja con las instrucciones y las escalas heddnicas (Anexo 1). Se
proporcionaron las muestras a cada participante conforme al acomodo
establecido en una hoja maestra. Finalmente, se recogieron los resultados para

su analisis. Como consideraciones generales, la temperatura ambiente del
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laboratorio se mantuvo entre 20 y 22 °C, las luces estaban encendidas y las

puertas estaban cerradas (Lawless & Heymann, 2010).

Parametros microbiolégicos

Los parametros microbiolégicos de |la botana de frijol se evaluaron después de
tres meses de almacenamiento conforme a las normas: NOM-092-SSA1-1994;
NOM-113-SSA1-1994; y NOM-111-SSAT-1994. Se prepard una suspension de 10 g de
la botana con 90 mL de buffer de fosfato. Las soluciones en serie (107,102 y 10°®) se
sembraron usando el método de placa extendida en agar de método estandary
agar de bilis rojo violeta para bacterias aerobias mesoéfilas y coliformes,
respectivamente. A continuacion, las placas se incubaron a 35 °C durante 24 h. El
moho y la levadura se sembraron en agar papa dextrosa y se incubaron a 25 °C
durante 96 h. Por otra parte, la actividad del agua (Aw) de la botana de frijol se
mMidio a 22 °C utilizando un Aqualab TAPPA-75 (Decagon Devices, WA, EE. UU.).

7.5 Ensayo clinico

Disefo de estudio

El estudio consistid en un estudio aleatorio cruzado (2x2) de cuatro semanas de
intervencion y periodos de control, con un periodo de lavado de cuatro semanas.
Los participantes elegibles fueron hombresy mujeres adultos de 18 a 40 afios con
un indice de masa corporal (IMC) entre 25.0 y 29.9 kg/m?y la presencia de una o
mas alteraciones de los niveles de lipidos séricos, que podrian ser: colesterol total
(CT) 2200 mg/dL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL-c) en el rango
de 100 a 190 mg/dL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL-c) <50
mg/dL en mujeres y <40 mg/dL en hombresy triglicéridos (TG) en el rango de 150
a 500 mg/dL. Los participantes no fueron incluidos si tenian alguna de las
siguientes condiciones: embarazo, lactancia, planes establecidos para perder o
aumentar de peso en los proximos tres meses, modificacion de la dieta o
actividad fisica en los ultimos tres meses, diagnostico de diabetes, cancer,
enfermedad cardiovascular, trastorno gastrointestinal, pancreatitis, enfermedad
renal, hepatica o tiroidea, tabaquismo o consumo de drogas, sensibilidad al

consumo de frijol comun y tratamiento farmacolégico o consumo de
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medicamentos de venta libre, suplementos herbales o nutricionales conocidos
por modificar los niveles de lipidos séricos. Los participantes fueron reclutados
por invitacion abierta en Guadalajara, México. El estudio se llevd a cabo en dos
centros, el Centro Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Guadalajara y el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Diseno del
Estado de Jalisco, de mayo de 2021 a septiembre de 2021. Este ensayo fue
aprobado por los Comités de Investigacién, Etica en Investigacion y de
Bioseguridad del Centro Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad
de Guadalajara con el numero de registro CI-09620 (Anexo 2) y se registro en
ClinicalTrials.gov con el numero NCT0O5028699.

Las personas interesadas fueron evaluadas para establecer la elegibilidad con
base en las respuestas de un formulario en linea. Posteriormente, los sujetos que
cumplian con los criterios de inclusion fueron programados para la firma de su
consentimiento informado (Anexo 3) y para la toma de la muestra de sangre, y
asi, evaluar el perfil de lipidos en sangre. Los sujetos reclutados fueron asignados
mediante un método de aleatorizaciéon simple a los grupos de intervencion. Las
secuencias de aleatorizacion de los participantes se generaron por computadora.
Se pidid a los participantes que consumieran 32 g de la botana de frijol
diariamente durante cuatro semanas por periodo de intervencion (Figura 7).
Mientras tanto, no recibieron intervenciéon en el periodo de control. Se decidié no
utilizar un placebo porque ningun placebo para la botana de frijol podria lograr
un cegamiento exitoso de los participantes. Se instruy6 a los participantes para
qgue mantuvieran sus niveles habituales de actividad fisica y comportamientos

dietéticos durante los periodos de intervencion, control y lavado.
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Figura 7 Diagrama de ensayo clinico cruzado aleatorizado.

Tamano de muestra

Para calcular el tamano de muestra se basd en la Ecuacion 7 planteada por Chow,

Shao, Wang, & Lokhnygina (2017). Esta ecuacion tiene como objetivo calcular el

tamano de muestra para probar superioridad en un estudio cruzado 2x2.

Tomando como referencia los datos de la ENSANUT 2018 sobre los niveles del

LDL-c de personas entre 18 y 40 anos que residen dentro de la Zona

Metropolitana de Guadalajara, se supone una ag; = 27%; una diferencia entre las

medias de los dos tratamientos de & = 20%; una diferencia clinicamente

significativa de § = 5%; un 80% de potencia (8 = 0.2); y un nivel de significancia de

0.05. De acuerdo con lo anterior, el tamanfno de la muestra es 10 sujetos por cada

grupo de estudio, obteniendo 20 sujetos en total.

Ecuacion 1
(Za + ZB)ZO-L%
n=n,=—/———15—
2(e — 6)?
Donde:
n (nUmero de sujetos)
Z, (nivel de significancia) = 1.65

Zp (poder estadistico) = 0.84
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o4 (desviacion estandar) = 27%
¢ (verdadera diferencia media entre los dos tratamientos) = 20%

6 (diferencia clinicamente significativa) = 5%

Siendo:
_ (1.65 4 0.84)20.27*
~ 2(0.2—0.05)2

n=10.04 =10

Considerando una pérdida del 20% de los participantes durante el estudio, el
tamano de muestra por grupo seria de 12 sujetos, siendo 24 sujetos en total
(Garcia-Garcia et al.,, 2013).

Marcadores bioquimicos

Las muestras de sangre se recogieron después de un ayuno de ocho horas al
comienzoy al final de cada periodo. Después de la separacidon por centrifugacion,
el suero se dividio en alicuotas y se almaceno a -80 °C hasta el final del estudio.
Los niveles de TC, TG, HDL-c y glucosa se cuantificaron en un Vitros 350 Analyzer
(Ortho Clinical Diagnostics, Inc.,, Raritan, NJ, EE. UU.) utilizando portaobjetos
multicapa, elementos analiticos recubiertos sobre un soporte de poliéster. Estos
analisis se basan en métodos enzimaticos descritos por Spayd et al. (1978), Allain
et al. (1974) y Trinder (1969). El LDL-c se determiné utilizando la férmula de
Friedewald (Friedewald et al, 1972). La apolipoproteina B-100 se determind
empleando un kit ELISA (RABO610, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). La
insulina se analizé utilizando un analizador de inmunoensayo ARCHITECT
i2000SR (Abbott, Chicago, IL, EE. UU.), y de acuerdo con la férmula de Matthews,
se calculd la evaluacion del modelo homeostatico de resistencia a la insulina

(HOMA-IR) (Matthews et al., 1985).

Marcadores antropométricos y presion arterial
El peso corporal, el porcentaje de grasa corporal y la masa muscular se midieron
con una bascula de impedancia bioeléctrica (BC-585F, Tanita Corporation, Tokio,

Japon) y la talla se mididé con un estadidometro Seca 213 (Medical Measuring
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Systems and Scales Seca, Hamburgo, Alemania). Las circunferencias de cinturay
cadera se midieron de acuerdo con los estandares de la Sociedad Internacional
para el Avance de la Cineantropometria. La presion arterial se registré utilizando
un monitor de presion arterial ambulatorio (HEM-7600, Omron Healthcare, Inc,,
Kioto, Japon). Los participantes completaron registros de dieta de 24 h de un dia
de la semana en la segunda semana y la cuarta semana de cada periodo.
Conforme a lo reportado, se estimo la ingestion de energia y macronutrientes
con el programa Nutritionist Pro v7.8.0 (Axxya Systems LLC, Redmond, WA, EE.
UU.). Finalmente, el nivel de actividad fisica se evalud utilizando la Forma Corta

del Cuestionario Internacional de Actividad Fisica con la misma frecuencia.

Aspectos éticos y/o legales

De acuerdo con el Articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud, esta investigacion se considera con riesgo
minimo. Asimismo, la investigacion se llevé a cabo bajo los lineamientos
establecidos por la Declaracion de Helsinki del 2013 y la vigente Norma Oficial
Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de
proyectos de investigacion para la salud en seres humanos. El presente proyecto
fue evaluado para su aprobacion por el Comité de Etica en investigacion del
Centro Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad de Guadalajara.
Los datos de identificaciéon se manejaron con absoluta confidencialidad. La
identidad de los participantes se mantuvo y se mantendra de forma confidencial
y resguardada. A cada sujeto se le explicd en qué consiste la investigacion, clara
y completamente, de acuerdo con lo establecido en los Articulos 21 al 24 del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
Por ultimo, se recabd el consentimiento informado para cada uno de los

participantes (Anexo 3).

7.6 Analisis estadistico
El programa estadistico Statgraphics Centurion XVI v15.2.06 (Statistical Graphics
Corp, The Plains, VA, EE. UU.) fue empleado para analizar los resultados de

proteina total y fibra dietética de las variedades de frijol y los datos de textura a
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través de un analisis de varianza (ANOVA) usando los valores como medias + DE.
Por otra parte, los analisis estadisticos restantes se realizaron con el programa
NCSS Statistical Analysis and Graphics v21.0.3 (NCSS LLC., Kaysville, UT, EE. UU.).
Se evalu6 la normalidad de todas las variables y los valores se presentaron como
medias + DE o medianas [RQ]. Las variables categodricas, como los resultados de
la evaluacion sensorial, se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para
identificar diferencias significativas entre las puntuaciones. Las variables
cuantitativas, incluidos los datos clinicos, bioquimicos, dietéticos y de actividad
fisica, se compararon mediante la prueba tde muestras pareadas o la prueba de
la suma de rangos de Wilcoxon, segun su distribucién. Ademas, los efectos de
arrastre se evaluaron mediante |la prueba tde muestras pareadas o la prueba de
la suma de rangos de Wilcoxon mediante la comparacion de los datos de

referencia de ambos grupos y secuencias.
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8. Resultados y discusion

8.1 Seleccién de variedad de frijol

La variedad de frijol peruano fue seleccionada para producir la botana de frijol
debido a que fue la variedad que presentd la mayor concentracion de proteinay
fibra dietética (Figura 8).

30 - Proteina total Fibra dietética

° -

Concentracion (%)

Peruano Azufrado Flor de junio Negro

Figura 8 Concentracion de proteina y fibra dietética total. Los resultados se
presentan como medias * DE en peso seco. Diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (P <0.05) entre el contenido de proteina y diferentes
letras minusculas indican diferencias significativas (P <0.05) entre el contenido

de fibra dietética usando ANOVA y pruebas de Tukey.

8.2 Composiciéon quimica de la botana

La composicidon quimica de la botana de frijol se ilustra en la Tabla 5. La botana
contiene altos niveles de proteina, de manera similar a botanas extruidas a base
de frijol. Por ejemplo, Ai et al. (2016) observaron que la concentracion de proteina
vario de 19.6 a 27.7% en cuatro variedades de frijol extruido bajo ocho condiciones

diferentes. Adicionalmente, el contenido de proteinas es mayor en comparacion
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con botanas freidas hechas a base de legumbres. En particular, Vasundhra et al.
(2018) prepararon tres extruidos fritos con una mezcla de habas o caupi rojo o

blanco con maicenay puré de patatas, y obtuvieron niveles de proteina entre 9.5

vy 17.2%.

Tabla 5 Composicion quimica de la botana de frijol

Tamaiio de porcién

Compuesto
100 g 32g
Humedad (g) 28+ 0.5 09+02
Energia (kcal) 316 101
Proteinas (g) 269+0.2 8601
Hidratos de carbono disponibles (g) 48.4 +1.7 155+0.5
Fibra dietética total (g) 161+ 0.6 52+02
Fibra soluble (g) 35+0.6 11+0.2
a-GOS (g) 1.34 + 0.04 0.43 + 0.01
Fibra insoluble (g) 126+ 0.7 40+0.2
Almidén resistente (g) 213+ 0.1 0.68 + 0.03
Grasa total (g) 1.6+0.2 05+0.1
Grasa saturada (g) 03+0.1 0.1+0.03
Sodio (mg) 654.7 £12.2 2095 +39
Polifenoles totales (mg GAE) 129 +0.7 361+0.2
Saponinas (mg SBE) 472.0 £13.9 1511+ 4.4
Fitoesteroles (mg B-SE) 336+35 10.7 £ 1.1

Los valores son medias * DE. a-GOS, a-galactooligosacaridos; GAE: equivalentes de acido
galico; SBE, equivalentes de soyasaponina Bb; B-SE, equivalentes de B-Sitosterol.

De acuerdo con la NOM-051-SCFI/SSA1-2010, este producto debe presentar

Unicamente una etiqueta frontal con la leyenda “Exceso de sodio”. Cabe resaltar

gue para saborizar la botana sera necesario anadir aceite vegetal como
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aglutinante, por lo tanto, se tendria que incluir el sello de “Exceso de calorias”
(Figura 9). La incorporacién de esta Ultima leyenda no se debe a una mala calidad
nutrimental, sino a que es un alimento con un Muy bajo contenido de agua. Esto
es un punto de mejora de la actual norma, ya que no hace distincién de la calidad
de ese exceso de calorias. Por otro lado, aunque la botana tiene la leyenda de
“Exceso de sodio”, su contenido de sodio (650 mg/100 g) es inferior al que se
puede encontrar en cacahuates salados y tostados (MAFER®) (689 mg/100 g),
chicharrén (Sabritas®) (1,500 mg/100 g) y palomitas de maiz sabor mantequilla
(ACT 1I®) (3110 mg/100 g). Ademas, los niveles de sodio se podrian reducir

agregando saborizantes o sustitutos de sal.

AR A

EXCESO EXCESO

CALORIAS SODIO

SECRETARIA DE SALUD SECRETARIA DE SALUD

Figura 9 Sellos de etiquetado frontal de la botana de frijol

8.3 Evaluacion de textura, aceptacion sensorial y parametros microbiolégicos
Textura

La textura crujiente de la botana de frijol (142 picos de fuerza) fue similar a la de
los Cheetos (153 picos de fuerza) (P >0.05), pero menor que la del chicharrény las
palomitas de maiz, con 253 y 438 picos de fuerza, respectivamente (P <0.05)
(Figura 10a). El maiz y los chicharos fritos fueron excluidos de este analisis por
sobrepasar la capacidad de compresion del equipo. Por su parte, la botana de
frijol mostré una dureza de 20 N, y fue comparable a la de las palomitas de maiz
(19 N) (P>0.05) (Figura 10b). Los snacks restantes fueron mas duros que la botana
de frijol, cuya dureza varidé de 26 a 94 N (P <0.05). Del mismo modo, en esta
evaluacion las frituras de platano fueron omitidas por sobrepasar la capacidad de

compresion del equipo.
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Figura 10 Propiedades de textura de botanas. (a) Crujiente; (b) Dureza. Medias *
DE de 6 determinaciones para lo crujiente y 25 para la dureza. Diferentes letras
indican una diferencia significativa (P <0.05) utilizando un ANOVA y una prueba

de Tukey. N, Newtons.
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Aceptacion sensorial

Los resultados demostraron que la botana de frijol tiene atributos sensoriales
aceptables. La aceptaciéon general de la botana de frijol fue similar en
comparacion con las palomitas de maiz (£ >0.05), con una mediana de cuatro, lo
gue indica que a los consumidores les gustaron ambas botanas (Figura 11a). En
contraste, los extruidos de maiz fueron la botana mas aceptada (P <0.05),
probablemente por ser los Unicos que estaban saborizados. A pesar de la falta de
saborizante, la botana de frijol mostré una alta aceptacion. Los refrigerios hechos
a base de frijol han mostrado una aceptacion ligeramente superior al punto
medio de las escalas heddnicas. Por ejemplo, Ramirez-Jiménez et al. (2018)
elaboraron una barra con harina de frijol cocido y harina de avena. Dicha barra
fue puntuada con una calificacion de cinco utilizando una escala de nueve
puntos. Del mismo modo, en otro estudio, unas chips horneadas preparadas con
harinas de frijol pinto y haba tuvieron una puntuacién media de 6.46 con una
escala de nueve puntos (Lopez-Martinez et al., 2019).

La apariencia fue calificada mayoritariamente con un tres ("Ni me gusta ni me
disgusta") para la botana de frijol (Figura 11b). Los jueces sugirieron que la
apariencia se puede mejorar agregando saborizantes coloridos. En cuanto a la
textura, la aceptacion por lo crujiente fue mayor para la botana de frijol que para
las palomitas de maiz (P <0.05), pero fue igual en comparacidn con los extruidos
de maiz (P >0.05) (Figura 11c). Estas similitudes entre la botana de frijol y los
extruidos de maiz son consistentes con los resultados de lo crujiente del analisis
de textura, donde se observaron valores equivalentes entre si (P >0.05) (Figura
10a). De acuerdo con la distribucién de frecuencias, el 87.5% de los jueces
puntuaron la aceptabilidad de la textura crujiente con cuatro o cinco, lo que
implica que la textura crujiente de la botana de frijol fue muy aceptada. Por su
parte, la dureza de la botana de frijol fue altamente aceptada, al igual que las

otras dos botanas (P >0.05) (Figura 11d).
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Figura 11 Distribucion de frecuencias de la evaluacion sensorial. (a) Aceptacion
general; (b) apariencia; (€) crujiente; (d) dureza. Diferentes letras indican una
diferencia significativa (P <0.05) entre las puntuaciones utilizando la prueba de

Kruskal-Wallis.
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Pardmetros microbiolégicos

La botana de frijol presenté bajas unidades formadoras de colonias (UFC) (Tabla
6). Estos resultados cumplen con los estandares establecidos por la norma
mexicana (NOM-247-SSA1-2008), que establece que los productos alimenticios a
base de cereales, semillas comestibles, harinas, sémolas o mezclas deben
contener una presencia maxima de 10,000 UFC de bacterias aerobias
mesofilas/g, <30 UFC de moho y levadura/g, y <300 UFC de coliformes/g. Estos
resultados eran de esperarse ya que la Aw de la botana de frijol es de 0.268. Varios
productos alimenticios deshidratados poseen una Aw similar o mas baja, como
los cacahuetes salados Planters ® (0.260), la barra de granola crujiente Nature
Valley ® (0.214), las galletas Ritz Crackers Nabisco ® (0.112) y los Cheetos ® (0.091)
(Schmidt & Fontana, 2020). La botana de frijol podria considerarse segura para el
consumo después de haber evaluado los parametros microbiolégicos debido al
eficaz procesamiento térmico que logré reducir el contenido de

microorganismos y a la baja Aw que impidid su crecimiento.

Tabla 6 Parametros microbioldgicos de la botana de frijol.

Microorganismos Bacterias meséfilas Coliformes totales Hongosy levaduras

aerobias
Botana de frijol <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g
Limite permitido <10,000 UFC/g <30 UFC/g <300 UFC/g

Los limites permitidos son los establecidos por la NOM-247-SSAT1-2008. UFC, unidades
formadoras de colonias.
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8.4 Ensayo clinico

Un total de 390 candidatos respondieron el formulario de evaluaciéon en linea.
Veinticinco participantes fueron asignados aleatoriamente a una secuencia y 20
completaron el estudio. No fue posible contactar a cuatro de ellos y un sujeto
abandond debido a la sensibilidad al consumo de la botana (Figura 12). Las

caracteristicas basales de los participantes se muestran en la Tabla 8.

Formulario en linea n=390

\’ No cumplieron con los criterios de inclusion n=284
Se negaron a participar n=71
v

Reclutamiento

Evaluacién para elegibilidad n=35

\g No cumplieron con los criterios de inclusion n=9
‘O Se negaron a participar n=1
© v
c
g’ Aleatorizacién n=25
< I

Control n=12

b’ No se pudo contactar n=3 Sensibilidad al consumo de la botana n=1

2

Lavado n=9 Lavado n=12

c
i
£

bb No se pudo contactar n=1 l

v

Analizados n=20

Segu

Figura 12 Diagrama de flujo de participantes.
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Tabla 7 Caracteristicas basales de los participantes del estudio

Variables Total (n=20)

Edad (afos) 26.0+ 49
Femenino/masculino (n) 9/1

IMC (kg/m?) 272+12
Triglicéridos (mg/dL) 178.7 + 73.7
Colesterol total (mg/dL) 160.8 £ 229
HDL-c (mg/dL) 432+98
LDL-c (mg/dL) 819 +24.7

Los valores son medias * DE. IMC, indice de masa corporal; HDL-c,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-c, colesterol de

lipoproteinas de baja densidad.

Tabla 8 Mediciones antropométricas y presion arterial

Botana de frijol Control
. Valor
Variables de P
Basal 4-sem Basal 4-sem
Peso corporal (kg) 773121 77817 77816 778117 0.58
IMC (kg/m?) 272 +14 274+12 27412 27412 054
Porcentaje de grasa (%) 29.0+62 295+68 290+6.0 296+65 0.86
Masa muscular (kg) 523+10.2 521+10.0 525+10.1 522+101 090
Circunferencia de cintura (cm) 923+1705 92.7+170.4 92.7+10.3 928 +10.5 0.89
Circunferencia de cadera (cm) 104.6 + 53 104.8+52 1049 + 4.0 1055+ 4.4 0.16
Presion arterial sistélica (mmHg) 1M.0+88 1133+70.4 1128+9.8 112.4+92 0.62
Presion arterial diastélica (mmHg) 732 +7.7 722+82 736+94 740+81 0.6

Los valores son medias * DE. Los valores de P representan la significancia del efecto del
tratamiento utilizando una prueba tde Student pareada.
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Registros antropométricos, dietéticos y de actividad fisica

No hubo cambios significativos ni efectos de arrastre entre ambos grupos en las

mediciones antropomeétricas y de presion arterial (Tabla 8). La ingestion de

energia y nutrientes no difirié entre los grupos, pero si la fibra dietética total

(Tabla 9). Se omitid la ingesta de polifenoles, saponinasy fitoesteroles por falta de

informacion en la base de datos de la composicion de los alimentos. Mientras

tanto, la actividad fisica parecia mas alta en el grupo control que en el grupo

botana, pero no se mostré una diferencia significativa (£ =0.10).

Tabla 9 Ingestion dietética y actividad fisica en los grupos botana y control

Variables Botana de frijol Control Valor de P
Consumo de energia (kcal) 2,084 + 626 1,900 + 759 0.29
Hidratos de carbono (g) 228 + 82 221+95 0.52
Azucares totales (g) 83 +55 87 +59 0.66
Fibra dietética total (g) 22.9[18.8-30.9] 18.8 [12.4-26.5] 0.04 *
Proteinas (g) 103 + 37 88 + 41 0.25
Grasa total (g) 81+ 35 71+ 35 0.50
Grasa saturada (g) 26 + 14 22 +11 0.49
Grasa monoinsaturadas (g) 26 + 14 22 +13 0.65
Grasa poliinsaturadas (g) 17 £10 15+9 0.66
Colesterol (mg) 360 * 235 345 + 257 0.79
Sodio (mg) 2,308 + 957 2,167 + 979 0.68
Actividad fisica (MET-h/sem) 17.8 +25.3 263 +27.4 0.10

Los valores son medias * DE o medianas [RQ] para las variables distribuidas de forma
no normal. Los valores de P representan la significancia del efecto del tratamiento
utilizando una prueba tde Student pareada o la prueba de suma de rangos de Wilcoxon;
* indica valores que son significativamente diferentes (£ <0.05).
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Andlisis bioquimicos

Las respuestas medias de los biomarcadores durante los periodos de botana y
control se muestran en la Figura 13. No hubo diferencias significativas ni efectos
de arrastre en la mayoria de los parametros de lipidos, incluidos triglicéridos (TG),
colesterol total (CT), HDL-c, no HDL-c y LDL-c. Estudios previos con botanas a
base de legumbres obtuvieron resultados similares. Por ejemplo, Marinangeli et
al. (201) compararon el consumo de tres panes diferentes que contenian harina
integral de chicharo, cascarilla de chicharo o harina de trigo para evaluar su
capacidad para reducir factores de riesgo cardiovascular en un ensayo cruzado
de cuatro semanas con 23 sujetos con sobrepeso e hipercolesterolemia. Las
porciones diarias de harina integral de guisante y cascarilla fueron de
aproximadamente 50 g/dia. Al término no observaron reducciones en las
concentraciones de lipidos dentro del grupo para TG, CT, LDL-c y HDL-c.

Del mismo modo, Cryne et al. (2012) no encontraron diferencias en los mismos
parametros después de evaluar el efecto del consumo de harinas de garbanzos,
lentejas y chicharos y hojuelas de papa. El estudio fue un ensayo cruzado con 21
hombres sanos que consumieron 100 g de las harinas de legumbres durante 28
dias, esto se repitidé con cada una de las harinas y las hojuelas con un periodo de
lavado de 28 dias. Los participantes tenian la libertad de incorporarlos en cremas
para untar, pangqueques o batidos tipo hummus. En otro estudio, Ramirez-
Jiménez et al. (2021) evaluaron el impacto metabdlico del consumo diario de 50
g de una barra de frijol y avena en la reduccién de los marcadores de
hipertrigliceridemia en mujeres. Realizaron un ensayo paralelo con 26
participantes durante ocho semanas y notaron que los niveles de TG se
redujeron, pero no los niveles de CT, HDL-c y LDL-c. Probablemente, como
afirmaron la mayoria de todos estos autores, se necesitan porciones mas
considerables para poder observar cambios en los parametros de lipidos en
sangre. Sin embargo, todas estas porciones fueron mas altas que el tamano de la
porcion diaria sugerida por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
de 1.5 tazas de legumbres cocidas por semana. Aun asi, no es lo suficientemente

alta como para ser un tamano de porcién razonable (HHS & USDA, 2015).
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Figura 13 Pardmetros bioquimicos. Los valores son medias * DE. Los valores de P
representan la significancia del efecto del tratamiento utilizando una prueba tde
Student pareada. HDL-c, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-c,
colesterol de lipoproteinas de baja densidad; ApoB-100, apolipoproteina B-100;
HOMA-IR, evaluacidon del modelo homeostatico de resistencia a la insulina; *

indica valores que son significativamente diferentes (P <0.05).
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Por otro lado, la concentracion de ApoB-100 se redujo significativamente durante
el periodo botana. Hasta donde sabemos, ningun estudio que evalUe una botana
a base de legumbres ha mostrado una reduccion de ApoB-100, y solamente dos
estudios han abordado la evaluacion de los niveles de ApoB en legumbres
cocidas. En un estudio, un total de 46 mujeres con sobrepeso tuvieron una dieta
rica en frijoles marrones (86 g), garbanzos (82 g) y productos de cebada a base de
grano (58 g) o una dieta de control durante cuatro semanas y se encontrd una
reduccion significativa de ApoB (Tovar et al, 2014). Por el contrario, no se
observaron cambios en las concentraciones de ApoB en un ensayo paralelo con
134 mujeres que consumieron 750 mL de legumbres cocidas semanalmente
durante 16 semanas (Gravel et al., 2010).

La reduccion de ApoB-100 se esperaba que fuera acompanada de una
disminuciéon de LDL-c o CT. Las particulas de LDL se pueden clasificar segun el
tamano y la densidad en lipoproteinas de baja densidad densas y pequenas
(sdLDL) y LDL flotantes grandes (Hoogeveen et al, 2014). Las sdLDL son
potencialmente aterogénicas ya que su peqguefo tamano de particula les
permite penetrar facilmente en la pared arterial. Las concentraciones de sdLDL
podrian predecir el riesgo de enfermedad coronaria incidente incluso en sujetos
considerados de bajo riesgo cardiovascular en funcién de su nivel de LDL-c (Zaki
Khalil et al.,, 2017). La razdn de esto es que las particulas de sdLDL son mas
pequenas y contienen menos colesterol. Por lo tanto, los niveles reducidos de
sdLDL también representan una disminucion del numero de particulas
aterogénicas, que pueden no reflejarse en los niveles de LDL-c (Hoogeveen et al.,
2014). Esto sugiere que pudo haber una reduccion de particulas sdLDL y un
incremento de LDL flotante grande. No obstante, es necesaria una medicién
directa de las sdLDL para confirmar esta hipdtesis.

El frijol contiene varios componentes con propiedades cardioprotectoras,
incluyendo fibra dietética, polifenoles, saponinas y fitoesteroles. Existen tres
mecanismos diferentes por los cuales la fibra soluble podria reducir el colesterol.
La fibra dietética soluble e insoluble interactuan con los acidos biliares
impidiendo su reabsorcion, aumentando la excrecién de sales biliares en las

heces (Jenkins et al, 2019). Conjuntamente, la fibra soluble aumenta la
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produccién de acidos grasos de cadena corta a través de la fermentaciéon en el
colon. Estos acidos grasos pueden interferir con la produccion enddégena del CT
(Slavin, 2013). Por ultimo, la fibra soluble retrasa el vaciado gastrico, lo que
ralentiza la absorcidon de glucosa. En consecuencia, reduce los niveles de insulina,
lo que podria reducir potencialmente la sintesis hepatica de CT (Gunness &
Gidley, 2010).

Los polifenoles podrian ejercer un mecanismo reductor de TG al inhibir la lipasa
pancreatica e interferir con su absorciéon intestinal (Mendoza-Sanchez et al., 2019).
En cambio, las saponinas y los fitoesteroles pueden interactuar con el colesterol
de la dieta y las sales biliares, reduciendo su absorcién al formar complejos
insolubles (Brown et al,, 2010; Chavez-Santoscoy et al., 2013). Si bien no se ha
dilucidado el mecanismo de accién, a través de varios ensayos clinicos se ha
demostrado que los fitoesteroles de diferentes fuentes podrian reducir los niveles
de sdLDL (Talebi et al,, 2020). Se puede especular que una combinacion de todos
estos mecanismos podria ser responsable de la reduccion de la ApoB-100.
Como era de esperar, los niveles de glucosa en sangre, insulina y HOMA-IR no
difirieron entre los sujetos. Se necesitarian al menos 12 semanas de consumo
continuo de la botana para poder observar una cambio significativo (EFSA Panel
on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA), 2012). Estos resultados
demuestran que la sensibilidad a la insulina no se modificé durante las 12
semanas del estudio, por tal motivo, no hubo una afectacién en el metabolismo
de los lipidos.

A pesar de que el estudio tuvo un disefo de tipo cruzado, éste estuvo limitado
por el tamafno de la muestra y los resultados deberian de validarse con una
poblacion mas grande. La duracion del estudio se establecié de acuerdo con la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) y las
normas de salud de Canada, donde sugieren periodos minimos de intervencion
de tres a cuatro semanas para observar un cambio en la concentracion de lipidos
sanguineos (Health Canada, 1997; Turck et al., 2018). La EFSA también considera
gue lo ideal es que los estudios se realicen durante ocho semanas para observar
un efecto sostenido, pero la aceptabilidad de |la botana durante un periodo

prolongado podria afectar el apego de los sujetos al tratamiento (AbuMweis et
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al., 2010). Asimismo, los sujetos fueron elegidos con biomarcadores elevados
relacionados con el colesterol o triglicéridos elevados, que son condiciones
metabdlicas diferentes. A pesar de que la ausencia de un placebo pudo haber
influido en los resultados, no fue posible utilizar un placebo capaz de cegar
completamente a los participantes. Finalmente, la inclusidn de la cuantificacion
de las sdLDL y la apolipoproteina Al proporcionaria una comprensidon mas

completa de los resultados.
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9. Conclusiones

En conclusiéon, el consumo diario de 32 g de una botana de frijol altamente
nutritiva, inocua y sensorialmente aceptada disminuye los niveles sanguineos de
la apolipoproteina B-100 que, a largo plazo, podria influir positivamente en la
salud cardiovascular. Este resultado se sustenta por el aumento significativo de
la ingestion habitual de fibra dietética debido al consumo de la botana. A pesar
de que no mejordé ningun otro parametro de lipidos en la sangre, tampoco
mostré un efecto negativo, lo que sugiere que la botana de frijol podria
consumirse sin comprometer la salud cardiovascular. Es necesario realizar
estudios similares y mas extensos en otras poblaciones para ratificar su eficacia.
Estos hallazgos deberian alentar el desarrollo de botanas a base de legumbres,

debido a que son alternativas de botanas mas saludables.
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10. Perspectivas

Validar el efecto positivo en la salud cardiovascular de la botana de frijol
mediante un ensayo clinico con una cantidad mayor de participantes y un
tiempo de intervencidn superior.

Aumentar el nivel de madurez tecnolégica para facilitar la transferencia de la
tecnologia.

Evaluar el efecto del consumo de una botana de frijol sobre la saciedad,
ingestion de energia y respuesta glucémica a través de un ensayo clinico
cruzado aleatorizado.

Saborizar la botana y evaluar su aceptacion sensorial.

Determinar la vida de anaquel utilizando parametros sensoriales,
microbioldgicos y de captacion de agua en un periodo de al menos 6 meses

de almacenamiento a diferentes condiciones.
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12. Anexos
Anexo 1 Formato de evaluacidon sensorial

PRUEBA SENSORIAL EN BOTANA DE FRIJOL

Fecha:

INSTRUCCIONES

Para cada muestra de izquierda a derecha, marque con una “v” el nivel de preferencia en cada uno
de los siguientes atributos: APARIENCIA, TEXTURA, GUSTO SALADO Y ACEPTACION.

Antes de evaluar cada atributo, enjuague su boca con agua antes de comenzar. Registre los codigos
de cada una de las muestras proporcionadas, pruebe lentamente y marque su preferencia de
acuerdo con la escala que se le presenta. Repita el mismo procedimiento al evaluar cada atributo.

1. APARIENCIA

De acuerdo con su primera impresion visual, ¢ Cmo evalua la apariencia de cada muestra?

CODIGO MUY MALO DISGUSTA NlBI\(IJé:;l%NI BUENO MUY BUENO

¢Qué criterio tomo para su decisién?

2. TEXTURA
2.1 Crujiente

Pruebe cada una de las muestras, mastiquela suavemente y evalle Gnicamente el pardmetro
crujiente (A), es decir, la intensidad del sonido que se produce al morder la botana, y su nivel de
agrado (B).
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A) Intensidad de lo crujiente.

copIGo CRTSEE)IA\}TE CRE(J)IEgTE MODCERTJAJ?E/?\:\?: T cRusienT CRL'}/JELTE
i | | [] ]
# | B [ ] N
S R 1 C

B) Agrado de lo crujiente.

CODIGO MUY MALO DISGUSTA Nlli’;L'\J/léAl\ll-ONl BUENO MUY BUENO

L] L] ] L] L]
L] L] ] L] L]
o[ ] ] ] ]

2.2 Dureza

Pruebe cada una de las muestras, mastiquela suavemente y evalle Gnicamente la intensidad de la
dureza (A), y su nivel de agrado (B).

A) Intensidad de la dureza.

CODIGO NADADURO  POCO DURO MODE';AU[;%MENTE DURO MUY DURO
# S S L1 | S
# | S— | S— L 1 S
# S | E— L1 | E—

67



B) Agrado de la dureza.

CODIGO MUY MALO DISGUSTA

3. GUSTO SALADO

NI MAL NI
BUENO

MUY BUENO

Pruebe cada una de las muestras, reténgala en su boca y evalle Unicamente la intensidad de lo

salado.

CODIGO NADA SALADO POCO SALADO

¢Qué nivel de salado prefiere mas y por qué?

MODERADAMENTE
SALADO

MUY SALADO

4. ACEPTACION

Considerando todas las caracteristicas de cada una de las muestras, pruebe cada una de las botanas,
reténgala en su boca, y evalle su nivel de aceptacidn.

CODIGO MUY MALO DISGUSTA

NI MAL NI
BUENO

MUY BUENO
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¢Qué criterio tomo para su decision?

Si tiene alguna sugerencia para mejorar la aceptabilidad y/o textura de la botana de frijol,
describala a continuacidn:

iGRACIAS! SU COLABORACION ES MUY VALIOSA.
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Anexo 2 Dictamen de evaluaciéon de protocolo

“? UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS DE LA SALUD
SLCRLTARMA ACADTMICA
CUOURDINACTON DI INVESTIGAUTUIN

CUCS/CINV/O277120

DICTAMEN DE EVALUACION

Teniendo a la vista los pre-dictémenes aprobados por los Comités de Investigacion, Etica

en Investigacion y de Bioseguridad de este Centro Universitario, respecto al protacolo que
a continuacién se describe:

Nimero de registro: 20-113

Titulo del protocolo de investigacién: “Efecto del consumo de una botana de frijol
(Phaseolus vulgaris L) sobre los niveles sanguineos de lipidos y hommonas
reguladoras del apatito y la sacledad: ensayos clinicos cruzados aleatorizados.”
Investigador responsable; Dr. Edgar Alfonso Rivera Ledn

Fecha de la dltima version: 07 de diciembre de 2020

Instituciones en donde se lievara a cabo; Centro Universitario de Clenclas de Ia Salud
(CUCS). y el Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefo del Estado
de Jalisco (CIATEJ).

Se emite el presente DICTAMEN con el numero Ci-09620 en virtud de que el protocolo de
investigacitn, el consentimiento informado y las condiciones de bioseguridad presentan los
elementos necesarios de contenido y calidad por lo que se APRUEBA para su realizacion.

El presente dictamen estara vigente por cuatro afios a partir de la fecha, debiendo presentar
avances de la investigacién cuando menos una vez al afo y notificar cualquier cambio o
suspension de la investigacién ante esta instancia.

Esta aprobacién no exime la responsabilidad del investigador responsable de obtener la
respectiva autorizacidn de la institucién colaboradora para la realizacion del proyecto.

Este protocolo fue aprobado por [os asistentes a la sesion conjunta ordinaria de los Comites

de Investigacion y Etica en Investigacion del dia 17 de diciembre y de la sesién ordinaria

del Comité de Bioseguridad con fecha del 26 de noviembre del presente afio. :
. T

ATENTAMENTE N,
“Piensa y Trabaja” ! ;I“
“Aflo de la Transicién energética en la Universidad de Guadalajara™ **’
Guadalajara, Jalisco; 18 de diciembre de 2020 >

C&Jdina’ ora de Investigacion

77%%/0/'% (77

Dra ne Cordova Jiménez Dra. ep C. Alejandra Natall Vega Magana
P | Comité de Etica en Presidenta del Comité tle Investigacion
Investigacion
T T T

Dr. en C. Edsaul Emilio Pérez Gu;r-réro
Presidente del Comité de Bioseguridad

Comilé de Etica en Investigacion registrado ante la Comuision Nacional de Bioética con ef

nimero CONBIOETICA-14-CEI-002-20191003

RO 3

Dra. e Mnﬂe "YER LADRDAAR
(W
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Anexo 3 Consentimiento informado

Universidad de Guadalajara
Centro Universitario de Ciencias de la Salud

Consentimiento informado

Guadalajara, Jalisco; a de de

Titulo de la
investigacion:

Efecto del consumo de una botana de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en los niveles
sanguineos de lipidos y en el apetito y la saciedad: ensayos clinicos cruzados
controlados aleatorizados.

Numero de registro:

Justificacion y los
objetivos de la
investigacion:

El consumo elevado de alimentos ricos en grasas, especialmente, saturadas y trans,
junto a una baja ingestion de fibra dietética puede promover la alteracion en los
niveles de lipidos en sangre. La poblacion mexicana consume con poca frecuencia
alimentos ricos en fibra, a la vez que ingieren botanas con una frecuencia similar. La
mayoria de las botanas comercializadas en México carecen de una buena calidad
nutricional. Estas botanas llegan a contener hasta un 39% de grasa, sélo un 5% de
proteina y mas de 570 kcal por una porcion de 100 g. Cabe resaltar que, en México,
aproximadamente, 2 de cada 5 personas tienen niveles elevados de colesterol y
triglicéridos. Para evitar el desarrollo de estas alteraciones es indispensable disminuir
el consumo de este tipo de botanas o remplazarlas por opciones mas saludables.

El frijol ha demostrado ampliamente proveer multiples beneficios relacionados con
la regulacién de los niveles de lipidos en sangre, gracias a su elevado contenido de
proteina, fibra dietética y compuestos bioactivos. Una botana de frijol podria ayudar
a aumentar el consumo de frijol en la poblacién, y al mismo tiempo, prevenir dichas
alteraciones. Sin embargo, las botanas de legumbres enfrentan ciertos desafios, y
uno de ellos es demostrar que siguen teniendo algin beneficio a la salud.

Este estudio tiene como objetivo evaluar el efecto del consumo de una botana de
frijol sobre los niveles de lipidos en sangre en personas con niveles elevados de
colesterol a través de un ensayo clinico.

Procedimientos y su
propdsito:

El estudio consiste en tres etapas. En una de las etapas Ilamada Etapa Botana, usted
consumira todos los dias 32 g de una botana de frijol por 4 semanas. Es fundamental
que consuma la porcidon completa de la botana antes de alguna de sus comidas. Se
tomara una muestra de sangre al inicio y al final de esta etapa, y a su vez, se realizara
un cuestionario al inicio y cada 2 semanas para conocer su alimentacién y actividad
fisica. Se le proveerd la cantidad suficiente de la botana de frijol al inicio del estudio
y 2 semanas después. En una segunda etapa, llamada Etapa Control, usted pasara
por el mismo procedimiento que en la Etapa Botana con la Unica modificacion de
que usted no consumird la botana. En una tercera etapa llamada Etapa de lavado, a
usted tampoco se le proporcionara ningln alimento por 4 semanas. Sin embargo, no
se tomara ninguna muestra de sangre, ni se realizara ningun cuestionario. En total,
el estudio tiene una duracion de 12 semanas, y el orden en que se llevaran a cabo las
etapas se determinara aleatoriamente para cada participante. Es importante que,
durante las 12 semanas del estudio, usted no modifique su actividad fisica ni su
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alimentacién; no inicie un tratamiento farmacolégico; no consuma algun
suplemento; no modifique su consumo de alcohol; y no consuma alguna droga.

A continuacion, se describe el procedimiento del estudio, paso por paso:

1. Se tomard una muestra de sangre de 6 mL para determinar sus niveles de
colesterol y observar si es apto para participar en el estudio.

2. Si resulta ser apto, se programara una cita para iniciar el estudio. En esta cita se
tomaran dos muestras de sangre de 6 mL cada una para determinar nuevamente sus
niveles de colesterol y triglicéridos, y se le realizard un cuestionario para conocer su
alimentacién y actividad fisica; en caso de iniciar con la Etapa Botana, se le
proporcionara la cantidad suficiente para 2 semanas de botana de frijol; si inicia con
la Etapa Control no se proveera ningun alimento.

3. Después de dos semanas de haber iniciado el estudio, nuevamente se le realizara
un cuestionario, y si esta en la Etapa Botana, se le entregara otra racion de la botana
para lo que resta de la etapa.

4. Concluidas las 4 semanas, se tomaran dos muestras de sangre de 6 mLy se aplicara
una vez mas el cuestionario. Inmediatamente, iniciard la Etapa de lavado por 4
semanas. En la Etapa de lavado no se tomaran muestras de sangre.

5. Después de la etapa de lavado, se iniciard con la tercera etapa. Si usted inicié con
la Etapa Botana, ahora continuard con la Etapa Control, y viceversa. Si comenzo con
la Etapa Control, ahora continuara con la Etapa Botana. En la Etapa Control, también
se le tomaran dos muestras de sangre de 6 mL al inicio y al final de la etapa.

6. Al término del estudio, se programara una cita para darle a conocer sus resultados
a lo largo de la investigacion y recomendaciones respecto a su alimentacién y
actividad fisica, como parte de una retroalimentacion.

Molestias o riesgos
esperados:

La botana de frijol posee un alto contenido de fibra. Al consumir la botana, usted
podria observar alguno de los siguientes sintomas:

e Aumento en la frecuencia de sus defecaciones,

e Distension abdominal.
Se espera que la aparicién de estos sintomas sea leve. Por el contrario, si presenta
diarrea, estrefiimiento o dolor en el intestino, debera reportarlo al investigador el
cual le pedira que acuda al Instituto de Nutrigenética y Nutrigendmica Traslacional
donde serd atendido de manera gratuita por un médico pasante.
Por otro lado, la extraccidn de sangre puede ser molesta para algunas personas por
la puncién de la aguja.

Beneficios que
puedan obtenerse:

A continuacidn, se enlistan los principales beneficios que obtendria:

e Recibird de manera gratuita una botana saludable por 4 semanas,

e Determinacion sin costo de los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, asi
como su peso y talla,

e Posible mejora en la salud cardiovascular y en la digestién después del periodo
de cuatro semanas en donde se consuma la botana,

e Se le contactaria por medio de correo electrénico y mensaje de celular para
hacerle entrega de un reporte con sus resultados obtenidos en el estudio, ya sea
de manera presencial o por correo electrénico, como usted lo decida.

Alternativas de
tratamiento:

Las principales estrategias para disminuir los niveles de lipidos en sangre son llevar
una dieta correcta y realizar ejercicio habitualmente.

Garantia de
informacion:

Usted tendra el derecho de obtener respuesta de manera clara y oportuna a
cualquier duda durante toda la investigacion. Asimismo, al término del estudio, usted
recibird detalladamente sus resultados de la investigacion.

Retiro de la
investigacion:

Usted tendra el derecho de abandonar el estudio en todo momento sin que exista
ningun tipo de penalizacion y sin necesidad de expresar las razones de su decisién.
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Confidencialidad: | Sus datos de identificacidn se manejardan con absoluta confidencialidad. Si los
resultados del estudio se llegaran a publicar, su identidad se mantendra en forma
confidencial y resguardada. Ademas, se le entregara el consentimiento informado en
su totalidad (en original), quedando otro original resguardado dentro del grupo de
investigacion.

En caso de dudas, podra dirigirse a: | Investigador responsable: Dr. Edgar Alfonso Rivera Ledn
Universidad de Guadalajara

Cel.: 3338158488

Email: edgar.rleon@academicos.udg.mx

Colaborador: LN. Alejandro Escobedo Avila
CIATEJ
Cel.: 3317221966
Email: aescobedoa@ciatej.mx

He sido invitado(a) a participar en una investigacion que tiene como objetivo evaluar el
efecto del consumo de una botana de frijol sobre los niveles de lipidos en sangre en
personas con niveles elevados de colesterol LDL. Me han informado que los riesgos son un
posible aumento en la frecuencia de las defecaciones y distension abdominal.

El investigador me dio una explicacion clara y lei la informacidn sobre la investigacion, tuve
la oportunidad de hacer preguntas y mis dudas han sido resueltas. Acepto voluntariamente
participar en este estudio y entiendo que tengo derecho a retirarme de la investigacion, sin
ningun tipo de penalizacion.

Nombre y firma del participante

Testigo 1 Testigo 2
Nombre, firma, direccidn y parentesco Nombre, firma, direccidn y parentesco

Nombre y firma de quien solicitd el consentimiento
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