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RESUMEN

En sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), predominan los compuestos fendlicos,
destacando el acido ferulico, el cual ha sido estudiado por su potencial antioxidante,
antiinflamatorio, antihipertensivo y anticancerigeno. Dado que el acido ferulico se
encuentra mayoritariamente ligado o conjugado a algunas estructuras del grano de
sorgo, su bioaccesibilidad se ve limitada y por tanto su biodisponibilidad, lo que reduce
su potencial biolégico. La fermentacion ha mostrado resultados significativos en
cuanto al incremento de fenoles totales y acido ferulico en su forma libre, quedando
aun por explorar el comportamiento de estos compuestos en modelos de digestion in
vitro en productos terminados. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de la formulacion de galletas con harina de masa de sorgo sometida a dos procesos
fermentativos sobre la bioaccesibilidad de fenoles totales, acido ferulico y actividad
antioxidante, asi como su impacto en los atributos sensoriales. Los resultados
mostraron que las galletas formuladas con harinas de masas sometidas a
fermentacidon acido-lactica (con y sin in6culo afadido), presentaron los mas altos
porcentajes de bioaccesibilidad de fenoles totales y actividad antioxidante en
comparacion con las galletas control y con las formuladas con harinas de masas
sometidas a fermentacion alcohdlica (con y sin levadura afiadida). La bioaccesibilidad
del acido ferulico se afectd considerablemente para todas las galletas evaluadas; sin
embargo, en galletas experimentales la bioaccesibilidad fue mayor respecto a las
galletas control. Las galletas formuladas con harinas de masas fermentadas por 48 h
(fermentacidn lactica sin in6culo afiadido), y las formuladas con masas sometidas a
fermentacidn alcohdlica con levadura afiadida (210 min) y sin afiadir (150 min), fueron
calificadas con valores superiores a 5 (me gusta), sin igualar a las galletas de sorgo
control. El procedimiento de fermentacidn por backslopping promueve incrementos
importantes en la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y actividad antioxidante;
no obstante, los atributos sensoriales en el producto final se afectan negativamente.
Es posible que la optimizacion del procedimiento de backslopping en masas de sorgo
en cuanto nivel de adicion de inéculo y tiempos de fermentacidén puedan mejorar las

caracteristicas sensoriales del producto final.
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INTRODUCCION

Diversos estudios experimentales y clinicos han demostrado que el consumo de
cereales ha sido asociado con la reduccion en el desarrollo de enfermedades cronicas
tales como obesidad, diabetes, enfermedad cardiovascular y algunos tipos de cancer.
Este efecto ha sido atribuido en gran parte a la presencia de compuestos bioactivos
en donde el mecanismo de accion se atribuye a la actividad antioxidante de estos
compuestos (Fardet, Rock, & Rémésy, 2008; Reicks, Jonnalagadda, Albertson, &
Joshi, 2014; Vitaglione, Napolitano, & Fogliano, 2008).

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), es un cereal que ademas de ser fuente
importante de nutrientes, también aporta compuestos bioactivos que pueden ser
benéficos para la salud (Linda Dykes, 2019; Girard & Awika, 2018; Xiong, Zhang,
Warner, & Fang, 2019). En este cereal predominan los compuestos fendlicos y dentro
de este grupo destacan los acidos hidroxicinamicos, en donde el acido ferulico ha sido
reportado en mayor concentracion. Diversos estudios han demostrado el potencial
biol6égico de este acido fendlico, sobresaliendo de manera importante su actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antihipertensiva y anticancerigena (Alam, 2019;

Naowaboot, Piyabhan, Munkong, Parklak, & Pannangpetch, 2016).

El acido ferulico se encuentra en mayor concentracion en las capas externas del grano
(pericarpio) en donde cumple la funcion de ligarse a estructuras mas complejas para
proporcionar rigidez y resistencia a las capas externas (Alam, 2019; Chiremba, Taylor,
Rooney, & Beta, 2012). Ademas, es posible que también existan menores
concentraciones de acido ferulico libre, conjugado o unidos por interacciones no

covalentes a diversas estructuras de la matriz alimentaria.

Lo anterior influye de manera significativa en la bioaccesibilidad de este compuesto
fendlico es decir que los procesos de digestion y absorcion se puedan ver limitados y
por tanto la biodisponibilidad de este compuesto puede no reflejarse en un efecto
biologico (Hole et al., 2012; Mateo Anson, van den Berg, Havenaar, Bast, & Haenen,

2009). Diversos estudios han evaluado la bioaccesibilidad de algunos compuestos
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bioactivos incluyendo los compuestos fendlicos, y los resultados han sido consistentes
en que la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos presentes en frutas es mucho
mas elevada que la reportada en cereales, lo anterior debido a la alta concentracién
de compuestos fendlicos en forma libre. En sorgo, los reportes sobre bioaccesibilidad
son realmente escasos, no obstante, ha sido demostrado que en el caso del acido
ferulico puede ser hasta del 1% (Gutiérrez-Grijalva, Ambriz-Pére, Leyva-Lopez,
Castillo-Lopez, & Heredia, 2016).

La evidencia cientifica ha llevado a demostrar que para incrementar este valor es
necesaria la aplicacion de diversas tecnologias tales como extrusion (Robin,
Théoduloz, & Srichuwong, 2015), coccidon humeda (N’'Dri et al., 2013), coccion seca
(Cardoso et al., 2015) y rostizado (L. Wu, Huang, Qin, & Ren, 2013), entre otros. Estos
procesos han demostrado tener una influencia en el contenido de compuestos
fendlicos, y se han observado incrementos significativos de fenoles totales respecto al
sorgo sin procesar, y en algunos casos asociados a un incremento en la actividad

antioxidante.

Como parte de su dieta basica, algunas poblaciones africanas elaboran alimentos
fermentados a base de sorgo en donde la principal finalidad es mejorar la
biodisponibilidad de algunos nutrientes e invariablemente el proceso fermentativo llega
a modificar de manera importante algunos atributos sensoriales (Chiremba, Taylor, &
Duodu, 2009; Olufunmilayo S. Omoba, Taylor, & de Kock, 2015). Sin embargo, ha sido
poco explorado el efecto del proceso de fermentacion en masas de sorgo sobre el

contenido de compuestos fendlicos y el efecto sobre su bioaccesibilidad.

El sorgo presenta de manera natural una carga microbiana interesante que va desde
bacterias acido lacticas del género Estreptococos y Lactobacillus hasta levaduras, lo
que da como resultado procesos fermentativos espontaneos que pueden resultar hasta
cierto punto complejos de elucidar (Adebo, 2020; Mohammed, Steenson, & Kirleis,
1991).

Las fermentaciones espontaneas o naturales pueden requerir un mayor tiempo para

llegar al punto deseado en el alimento. Ademas, no existe un control en relacion con
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la carga microbiana participante, esto pudiera significar desventaja con respecto a las
fermentaciones controladas, es decir, aquellas en donde existe la adicion de un indculo
puro a quien atribuir el proceso fermentativo y ademas el tiempo pudiera resultar
menor. Sin embargo, esto ultimo conduce a la elevacion de costos, en donde la

obtencion de indculo puros requiere de equipos especializados para su mantenimiento.

La técnica de backslopping ha sido ampliamente utilizada para la fermentacion de
masas de sorgo, el cual consiste en utilizar una parte de una masa de harina de sorgo
anteriormente fermentada como indculo inicial para un nuevo proceso de fermentacion
de masa de harina de sorgo. Basicamente se trata de una fermentacién acido lactica
y las ventajas que se han atribuido es que estas fermentaciones pueden ocupar un
tiempo menor (Elkhalifa, Schiffler, & Bernhardt, 2004; Falasconi, Fontana, Patrone,
Rebecchi, & Morelli, 2020; Yousif & El Tinay, 2001). Este tipo de fermentacion es
llevada a cabo para la obtencién de productos alimenticios de una manera artesanal
por muchas poblaciones asiaticas y africanas, sin embargo, existe un gran interés por

estudiar sus efectos desde el punto de vista de potencial bioldgico.

Otro tipo de fermentacion que al igual que la anterior ha sido poco explorada en sorgo
es la fermentacién alcohdlica o fermentacion con levadura, la cual ha sido
universalmente utilizada para la obtencién de productos de panificacion a base de
trigo, y para la produccion de bebidas alcohdlicas como cerveza y vinos donde la
finalidad es la produccion de alcohol y CO2 (Coulibaly, 2018; Garzén, Torres, & Drago,
2019).

Por lo anterior en este estudio se propone evaluar el efecto de la aplicacion de dos
métodos de fermentacion en masas de sorgo sobre la bioaccesibilidad de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante en un producto galleta. El procedimiento de
fermentacidn acido-lactica por backslopping y la fermentacion alcohdlica por adicion
de levadura en masas de sorgo simulando una fermentacién panaria, pueden
presentar ventajas en cuanto a menores tiempos de fermentacion con relacion a
fermentaciones usando indculos puros o fermentaciones naturales. Las masas de

sorgo poseen el sustrato y componentes bioactivos, mientras que los microorganismos
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involucrados en ambos tipos de fermentacién (bacterias acido lacticas y levaduras)
poseen las enzimas enddgenas y mecanismos bioquimicos que pudieran conducir al
incremento de compuestos bioactivos. Lo anterior pudiera justificar la inclusion de

sorgo como parte de dietas saludables.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

El sorgo pertenece a la familia de las gramineas, sus caracteristicas anatomicas y
composicidon quimica son muy similares a las del trigo, avena, cebada vy
particularmente el sorgo comparte mayor similitud con el maiz (Dlamini, Taylor, &
Rooney, 2007; Perdon & Holopainen-Mantila, 2020).

En la Figura 1, se representa la composicion anatomica del grano de sorgo, y es
posible distinguir tres partes distintivas: germen (9%) en el cual se concentran los
componentes quimicos que daran origen a la nueva planta, endospermo (84%)
constituido principalmente por almidén y proteina y pericarpio (7%), comunmente
denominado salvado, esta capa se encuentra dividida en tres partes histolégicas que
son: epicarpio, mesocarpio y endocarpio (Dlamini et al., 2007; Hwang, Cuppett, Weller,
& Hanna, 2002). En el pericarpio se encuentra concentrada la fibra dietaria constituida
por polisacaridos no amilaceos, celulosa y lignina. Ademas, esta parte anatémica ha
venido siendo de gran interés su estudio, debido a que aqui es donde se encuentra la

mayor concentracion de compuestos fendlicos.
Compuestos Fendlicos en Cereales: Sorgo

Los cereales comparten muchas de sus caracteristicas anatomicas todos poseen
germen, endospermo Yy pericarpio. La composicion quimica de estas partes
anatomicas es lo que puede diferenciar a un cereal de otro. En afos recientes los
cereales han sido investigados en relacion con su potencial uso en el desarrollo de
alimentos funcionales, y los componentes a los cuales se les puede atribuir actividad
biologica pueden ser de diferente naturaleza quimica. Pero, ademas, el potencial
biologico también lo puede definir su ubicacion en el grano, las posibles interacciones
que puedan existir con otros componentes del grano, asi como la farmacocinética que
siguen una vez consumidos. Algunos estudios han demostrado de manera relevante
el potencial biolégico de cereales como trigo (Coda, Giuseppe, Antonio, Poutanen, &
Katina, 2014; Villalva et al., 2018), maiz (Zheng et al., 2015), cebada (Seo et al., 2015;
Singh & Sneh, 2017) y sorgo (Dlamini et al., 2007; G. Wu et al., 2017).
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Pericarpio

Figura 1. Estructura del grano de sorgo.

Fuente: (Suhendro et al., 2000).
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En la Tabla 1, se muestra el contenido de algunos de los compuestos bioactivos
presentes en cereales de mayor consumo. Los compuestos fendlicos son
predominantes en cereales, y de acuerdo con la tabla se muestra en orden
descendente sorgo>trigo>maiz>arroz>centeno>cebada>mijo>avena. No obstante, es
relevante mencionar que los compuestos fendlicos, al igual que otras microestructuras
y nutrientes presentes en alimentos, pueden estar estructuralmente dispuestos de
diferentes formas: ya sea libres, ligadas covalentemente, conjugadas, atrapados
fisicamente en la matriz alimentaria o unidos mediante fuerzas electrostaticas (Adom
& Liu, 2002; Chiremba, Rooney, & Beta, 2012; Stratil, Klejdus, & Kuban, 2007).

Lo anterior puede conducir a que los contenidos reportados en los estudios de
compuestos fendlicos pueden ser muy variables, y dependiendo también del sistema
de extraccion utilizado para la cuantificacion, los valores pueden ser de igual manera
muy variables. Por ejemplo, extracciones metandlicas acuosas aseguran la
solubilizacion de compuestos fendlicos libres, mientras que extracciones mediante
hidrolisis alcalina/acida pueden inducir el rompimiento de enlaces covalentes y/o
glucosidicos entre los fenoles y otras estructuras y asi liberarlos y posteriormente
solubilizarlos en metanol (Mateo Anson, van den Berg, Havenaar, Bast, & Haenen,

2009; Salazar-Lopez et al. 2016; Vitaglione, Napolitano, & Fogliano, 2008).

Los compuestos antioxidantes en el sorgo estan concentrados en las capas mas
externas del grano (pericarpio-testa) (Dykes & Rooney, 2007). Aun cuando la
separacion del endospermo del salvado asegura una mayor concentracion de estos
compuestos bioactivos, es deseable mantenerlos en la matriz integra (grano entero)

debido a que asi es como comunmente se consume este cereal.

Particularmente hablando de compuestos bioactivos con actividad antioxidante, se
sabe que el modo de actuar de estos compuestos es a través de captacion de
radicales libres, como agentes reductores, agentes quelantes y desactivadores de la
formacion de oxigeno singulete entre otros (Awika, Rooney, Wu, Prior, & Cisneros-
Zevallos, 2003).
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Tabla 1. Principales compuestos bioactivos en cereales de mayor consumo.

Tipo de Cereal Tocoferoly  Acido  Carotenoides Polifenoles
tocotrienol  Ferulico

mg/100 g mgEAG/g
Trigo 1.4 10-198 20-265 70-1459
Maiz (amarillo,blanco y 6.6 177 969-1300 39-711
azul)
Arroz (café y negro) 1.9 30 14-77 54-313
Avena 1.8 7-30 31.0 9.0-34.0
Cebada 2.2 36-62 15-105 50-196
Centeno 4.1 79-102 -- 125-255
Sorgo (blanco, amarillo 1.1 9.0 20-22 100-2300
y bicolor)
Mijo (grano pelado) 4.0 29.0 74-80 29-47

Fuente: Dykes & Rooney, 2007
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Varios estudios han reportado el potencial antioxidante del sorgo atribuido a
antocianidinas, quinonas, flavonoles, flavonas, flavanonas y acidos fendlicos (Awika
et al., 2003; Chandrasekara & Shahidi, 2010; Fardet et al., 2008). Los acidos fendlicos
predominantes en cereales son el acido caféico, acido p-coumarico, acido ferulico y
acido sinapico, los cuales pueden encontrarse en concentraciones variables y de

forma libre, ligada o conjugada.

En un estudio llevado a cabo por Salazar-Lopez et al., (2017), se determind el
contenido de los acidos hidroxicinamicos predominantes en sorgo (libres y ligados) en
harina integral y salvado de sorgo, encontrando que el acido ferulico fue el acido
predominante tanto libore como ligado, asi como también demostré que el mayor

contenido de este acido se encontro en salvado (Tabla 2).

Una de las funciones mas importantes de los acidos fendlicos, especialmente los
derivados del acido hidroxcinamico, es su actividad antioxidante, que depende
principalmente del numero de grupos hidroxilo y metoxi unidos al anillo de fenilo

(Aguilar-Hernandez et al., 2017; Penarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila, & Bravo, 2014).

En la Figura 2, se muestra la estructura del acido ferulico, su nombre sistematico es
3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoico, generalmente existe como el isémero trans,
su masa molecular es de 194.0 g/mol y su punto de fusion es de 174°C (Graf, 1992;
Srinivasan, Sudheer, & Menon, 2007; Tsao, 2010).

El acido ferulico pertenece al grupo de los acidos hidroxicinamicos o fenilpropanoides
(Ce-C3) estan formados basicamente por un anillo aromatico, un grupo alifatico y un
acido carboxilico en el extremo. Son denominados hidroxicinamicos por poseer un
grupo (OH") en el anillo aromatico, a lo cual se le atribuye en gran medida su actividad
antioxidante en sistemas biologicos (Graf, 1992; Mancuso & Santangelo, 2014).
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Tabla 2. Acidos hidroxicinamicos en harina Integral y salvado de sorgo.

Caféico p-Coumarico  Ferulico Sinapico Fenoles Totales
sorgo Hg/g HgEAG/g
Extractos metandlicos
Harina integral 10.2+1.0 18.1£1.8 12.2+0.2 2.1+0.0 784.3 29.2
Salvado 14.840.5 8.610.4 19.6+0.4 3.410.1 20222+ 314
Extractos alcalinos
Harina integral ND 38.740.2 679.6+12.3 ND 2107.9 40.3
Salvado ND 169.3+3.5 3036.0+87.5 ND 7425.3 + 318.7

Fuente: Salazar-Lopez et al. (2017)

21



H3CO A OH

HO

Figura 2. Estructura quimica de acido ferulico.

Fuente: Srinivasan et al. (2007)
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Disposicion Estructural de Compuestos Fendlicos en la Matriz

Alimentaria

De acuerdo con Parada & Aguilera. (2007), la manera en que las microestructuras
interaccionan con el resto de los componentes de la matriz alimentaria afecta los
procesos de accesibilidad, bioaccesibilidad y biodisponibilidad del componente. En su
revision los autores mencionan que estas microestructuras pueden encontrarse en su
forma libre, unidas a estructuras mas complejas, unidas a organelos especificos como
por ejemplo a las membranas celulares, confinadas dentro de las paredes celulares

intactas de las plantas o atrapadas en las matrices alimentarias (Figura 3).

Por otra parte, se ha destacado que dependiendo de la complejidad de la interaccion
del componente bioactivo y/o nutriente es la dificultad que se presenta para que estos
sean absorbidos. De tal manera que en el caso particular de los compuestos fendlicos
presentes en cereales la predominancia de interacciones de tipo covalente con otras
estructuras de la matriz alimentaria puede dificultar que estos ejerzan su actividad

biologica a través de procesos de digestion y absorcion.

En la ciencia de los cereales, los polisacaridos no amilaceos (PNA) es un término
genérico para los arabinoxilanos (AX), B-glucano, celulosa y péptidos-

arabinogalactanos, es decir, polisacaridos que difieren de amilosa y amilopectina.

Aproximadamente, el 75% del peso de la materia seca en las paredes celulares del
endospermo de trigo se compone de PNA de los cuales los arabinoxilanos son el grupo
mas importante (85%), existen dos tipos de arabinoxilanos, los extraibles en agua que
pueden encontrarse en mayor proporcion en el endospermo del grano y los de tipo
insolubles en agua que regularmente se encuentran en las capas mas externa de los

granos (pericarpio) (Goesaert et al., 2005; Morales-Ortega et al., 2013).

23



'{r:I* wre

oo

——
Conf cion Formando Unido a
ontorma com plejos con otros Orgénulos Confinado dentro de Atrapado en
molecular del componentes . las paredes z
i A - e especificos a matrices de
nutriente liberado alimenticios, b celulares de plantas comida
principalmente mEokaias intactas
Enlace Atémico Macromoléculas  Organelo Celular: Célula vegetal: Desde 100 ym a
0.1 nm 10-100 nm 80-1 ym 10-100 pm pocos mm

Figura 3. Disposicion estructural de compuestos fendlicos en la matriz alimentaria.

Fuente: Parada & Aguilera (2007)
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Se ha sugerido que el acido ferulico presente en cereales se encuentra
predominantemente unido a los componentes estructurales de la pared celular como
la celulosa, la hemicelulosa (por ejemplo, arabinoxilanos), la lignina, la pectina y las
proteinas estructurales(Morales-Ortega et al., 2013; Salazar-Lépez, Gonzalez-Aguilar,
Rouzaud-Sandez, & Robles-Sanchez, 2018; Wong, 2006). En la Figura 4, se
representan las posibles interacciones que se dan entre las diversas estructuras que
componen la pared celular. Al estar dispuesto de esta manera, el acido ferulico
desempena funciones importantes en la pared celular al proporcionar barreras fisicas
y quimicas, proteccion contra la invasion de patdgenos y astringencia que disuade el
ataque de insectos y animales, funciones antibacterianas, antifungicas y antioxidantes
(Liu, 2007; Sancho, Williamson, Faulds, Bartolomé, & Gomez-Cordoves, 2001).

En estudios en trigo y sorgo se ha demostrado que hasta un 99% del contenido de
acido ferulico se encuentra unido a arabinoxilanos presentes en el pericarpio (salvado)

(Hemery et al. 2011; Mateo Anson et al. 2009; Salazar-Lopez et al. 2016).

Los arabinoxilanos son cadenas de xilosas unidas por enlaces a-(1-4) y sustituidas por
monomeros de arabinosas en enlaces a-(1—3) o a-(1—2). El acido ferulico se
encuentra unido por enlaces éster en la posicion 0-5 a las arabinosas. La Figura 5
muestra este arreglo en donde puede presentarse la posibilidad de que el acido ferulico
forme dimeros, trimeros incluso puede formar puentes ferulados para unirse a otra

cadena de arabinoxilanos.

Bioaccesibilidad de Compuestos Fendlicos

Algunas variedades de sorgo (Sorghum bicolor), que son cultivos alimentarios basicos
resistentes a la sequia de regiones semiaridas de Africa y Asia, contienen altas
cantidades de compuestos fendlicos en comparacion con otros cereales (Linda Dykes,
2019; Suhendro, Kunetz, Mcdonough, Rooney, & Waniska, 2000).
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Figura 4. Representaciones de la estructura primaria de la pared celular del material

vegetal y la reticulacion entre componentes estructurales y compuestos fendlicos. (A)
Celulosa; (B) Hemicelulosa; (C) Proteinas estructurales; (D) Pectina; (E) Acidos fendlicos; (F) Lignina.

Fuente:(Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe, & Serna-Saldivar, 2014).
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Figura 5. Estructura quimica de una fraccién representativa de un arabinoxilano
ferulado.

Fuente: (Morales-Ortega et al., 2013).
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.Muchos estudios epidemioldgicos han correlacionado el consumo de cereales
integrales con un riesgo reducido de desarrollar cancer de colon y de seno, diabetes
tipo 2 y enfermedad coronaria (De Munter, Hu, Spiegelman, Franz, & Van Dam, 2007;
Fardet, 2010; Zhu, Shi, Yao, Hao, & Ren, 2017)

Para ejercer sus efectos beneficiosos para la salud, los polifenoles de estos cereales
deben de estar biodisponibles. La biodisponibilidad depende de la liberacion de estos
compuestos de la matriz alimentaria, y a esto se le conoce como bioaccesibilidad. Se
sugiere que el tracto gastrointestinal puede actuar como un extractor donde los
polifenoles se liberan progresivamente de la matriz sdlida y se ponen a disposicidon
para la absorcion o para ejercer sus efectos biologicos en el tracto gastrointestinal
(Hithamani & Srinivasan, 2014). Pekkinen et al. (2014), proponen un modelo de
bioaccesibilidad para acido ferulico, en el cual suponen que el acido ferulico libre que
llega a intestino delgado puede ser absorbido y ejercer su actividad biologica a nivel
sistémico, mientras que el acido ferulico ligado a arabinoxilanos puede no ser liberado
y pasar a colon en donde es posible que el acido ferulico sea metabolizado por la

microbiota intestinal (Figura 6).

La mayoria de los estudios de bioaccesibilidad de acido ferulico han sido realizados
en salvado de trigo y mediante ensayos de simulacién de la digestion in vitro, se ha
observado que la bioaccesibilidad puede alcanzar hasta un 1%, estos resultados han
sido mejorados hasta en 5% cuando la matriz alimentaria ha sido modificada por la
aplicacion de algun tipo de procedimiento tecnoldgico previo a la digestion, con el fin
de liberar una mayor cantidad del compuesto que se encuentra de manera ligada o

conjugada.

Estos procedimientos tecnoldgicos aplicados en trigo han incluido molienda
fraccionada, molienda ultrafina, uso de enzimas y fermentaciones tanto de las masas
de trigo como del salvado derivado de la molienda (Hemery et al., 2011; Mateo Anson
et al. 2009; Amaya- Villalva et al. 2018).
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Figura 6. Modelo representativo del proceso de bioaccesibilidad
de acido ferulico bajo condiciones de digestion gastrointestinal.

Fuente: Pekkinen et al. (2014).
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Métodos Tecnolégicos Aplicados en Sorgo para Mejorar el

Contenido de Acido Ferulico

Como todos los cereales el sorgo debe de ser procesado antes de su consumo. No
existe una limitante que impida que el sorgo pueda ser sometido desde procesos
elementales como la molienda del grano para reduccion del tamafo de particula y
decorticacion para separacion del pericarpio del endospermo, hasta procesos

tradicionales como remojo, coccidn y nixtamalizacion, entre otros.

En los ultimos afos las tecnologias emergentes tales como campos eléctricos
pulsados, altas presiones hidrostaticas, radiacion, calentamiento éhmico, extrusion,
bioprocesamiento (germinacion, fermentacion y uso de enzimas) entre otras, estan
siendo prometedoras para ser utilizadas en cereales para la obtencion de productos
con alta calidad nutricional y sensorial. Pero ademas también se han venido
estudiando estos procesos para el mejoramiento de la bioaccesibilidad y

biodisponibilidad de compuestos fendlicos.

Las tecnologias aplicadas en sorgo pueden catalogarse dentro del grupo de
tecnologias tradicionales, particularmente porque son de bajo costo y requieren de
poco tiempo para llevarlas a cabo. La mayoria de los estudios sobre procesamiento
del sorgo han sido con la finalidad de mejorar la digestibilidad de su proteina, y también
se han realizado estudios enfocados hacia la obtencion de productos de consumo

tradicional como galletas, tortillas, porridges, bebidas fermentadas entre otros.

Los estudios sobre mejoramiento del potencial bioldgico en sorgo han sido muy
limitados y enfocados en su gran mayoria a evaluar el contenido de fenoles totales y
actividad antioxidante. Se ha observado que la reduccion en el tamafio de la particula
(molienda) altera la estructura fisica de los granos, aumentando su area superficial, lo
que potencialmente aumenta la accesibilidad de sus constituyentes quimicos
(Akillioglu & Karakaya, 2010; Jha, Krishnan, & Meera, 2015).
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Los procesos de remojo y coccidn del grano de sorgo han mostrado ser efectivos en
relacion al aumento de compuestos fendlicos siempre y cuando el agua de remojo no
se haya descartado (Afify, El-beltagi, El-salam, & Omran, 2012; L. Wu et al., 2013).

El uso de microondas se ha venido estudiando como una manera de mejorar el
contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante, aunque en sorgo no se
han reportado estudios utilizando este proceso, se tiene conocimiento de que el uso
de microondas puede modificar las estructuras de los arabinoxilanos causando la
liberacidén de aproximadamente 50% del contenido de arabinoxilanos como oligémeros
ferulados (Rose & Inglett, 2010).

La extrusion es un proceso termo-mecanico que ha sido muy estudiado por su efecto
sobre algunos componentes de la matriz alimenticia. Durante la coccion por extrusion,
las materias primas se someten a muchas transformaciones quimicas y estructurales,
tales como la gelatinizacion del almiddn, la desnaturalizacion de proteinas, formacion
de complejos entre la amilosa y los lipidos, y las reacciones de degradacion de las
vitaminas, pigmentos, etc. (llo & Berghofer, 1999). Un estudio reciente realizado por
Salazar-Lopez et al. (2018), demostro que el proceso de extrusion en salvado de sorgo
puede mejorar el porcentaje de bioaccesibilidad del acido ferulico desde un 0.61% para

salvado sin procesar hasta un 0.96%para salvado extrudido.

En otro estudio realizado por Ti, Zhang, Li, Wei, & Zhang (2015), reportaron un
incremento de 12.6% en el contenido fendlico total de salvado de arroz después de la
extrusion. Esto es consistente con los resultados de Zielinski et al. (2001), los cuales
obtuvieron en su estudio un aumento del contenido de fenoles totales y acidos
hidroxicinamicos (principalmente acidos ferulico y p-coumarico) en cebada, arroz,
avena, trigo y sorgo después de la extrusion a temperaturas de 120, 160 y 200 ° C,
con un 20% de humedad. Lo anterior sugiere que el tratamiento térmico de los cereales
puede causar la liberacion de acidos fendlicos de las paredes celulares potenciado por
las otras condiciones de proceso de extrusion (velocidad de tornillo, temperatura y
humedad).

31



Los tratamientos biol6gicos (bioprocesamiento) han sido ampliamente estudiados en
cereales, especialmente los tratamientos con enzimas, germinacion y fermentacion.
El uso de la enzima ferulico esterasa ha sido ampliamente estudiado en cereales como
el trigo (Elvaux, 2004; Mateo Anson et al., 2009). Esta enzima es especifica para

romper el enlace éster entre arabinosa y acido ferulico.

Diversos estudios han demostrado que una eficiente liberacion del acido ferulico unido
a la arabinosa por accion de ferulico esterasa, puede presentarse cuando previamente
han actuado otras enzimas como arabinofuranosidasas, endo y exo xilanasas, las
cuales permitiran que ferulico esterasa llegue a su sitio de rompimiento con mayor
facilidad. El uso de enzimas pudiera ser un tratamiento muy efectivo en la liberacion
de acido ferulico y por tanto un aumento en la bioaccesibilidad, no obstante, este
procedimiento pudiera resultar bastante costoso cuando es sugerido a escala industrial
(Andreasen, Christensen, Meyer, & Hansen, 1999; Anson et al., 2009; Linda Dykes,
2019; Ripari, Bai, & Ganzle, 2019).

La germinacion ha sido usualmente utilizada para la produccion de bebidas a partir de
cereales. Varios estudios han mostrado que el proceso de germinacion puede
incrementar el contenido de compuestos fendlicos extraibles en granos de cereales (
Bondia et al.,, 2009; Katina, Laitila, et al., 2007; Kaukovirta-norja, Wilhelmson, &
Poutanen, 2004). Por ejemplo en granos de centeno germinado a 5, 10 y 25 °C por 6
dias se presento un incremento en el contenido de compuestos fendlicos extraibles en
metanol ( Liukkonen., 2003) siendo la germinacion a 25°C la que resulté con el mayor

incremento.

Se ha sugerido que la germinacién induce la sintesis/activacion de un rango de
enzimas hidroliticas en el grano germinado, resultando en la modificacion estructural
o sintesis de nuevos compuestos con alta actividad bioldégica o nutricional. No
obstante, aun se requiere de mayores estudios relacionados con las condiciones de
proceso de germinacion con el fin de obtener el maximo valor biolégico y nutricional

de los granos germinados.
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La fermentacion es un proceso que contribuye de muchas maneras a las cualidades
nutricionales de los productos de panaderia resultantes, incluida una disminucion de
la respuesta glucémica, propiedades mejoradas del complejo de fibra dietética y una
mayor biodisponibilidad de micronutrientes y fitoquimicos (Gobbetti, Rizzello, Cagno,
& Angelis, 2013; Isabel-Bondia et al., 2009).

Los fines principales de la fermentacion son el mejoramiento del sabor y estabilidad de
las masas, no obstante, con el desarrollo de la industria de la panificacion, se ha venido
perfeccionando mas el proceso de fermentacion con el desarrollo de -cultivos
microbianos especificos y el control en las variables del proceso de la fermentacion, lo
que ha impactado en la textura de los productos y al mismo tiempo en lo relacionado
con efectos nutricionales (Chiremba et al., 2009; Katina, Arendt, Liukkonen, & Autio,
2005).

Procesos Fermentativos en Cereales y su Influencia sobre

Compuestos Fendlicos

La fermentacion, puede definirse como la modificacion bioquimica de productos
primarios presentes en los alimentos llevada a cabo por la accion de microorganismos
y sus enzimas. La fermentacion es intencionalmente llevada a cabo para favorecer el
sabor, aroma, vida media, textura, valor nutricional y otras propiedades de los
alimentos (Adebo,2020; Chhikara et al. 2019; Jafari et al. 2018).

Se trata de un proceso ampliamente utilizado en muchas partes del mundo, con
diferencias regionales dependiendo de la disponibilidad de la materia prima, habitos

de consumo, la naturaleza de los procesos y una variedad de factores involucrados.

La fermentacion es uno de los procesos biotecnolégicos mas antiguos, en donde el
vino y la cerveza podian ser producidos ya sea por levaduras o por bacterias acido-
lacticas. La fermentacidn espontanea fue usada en los tiempos antiguos mediante la
activacion de los microorganismos presentes de manera natural en los granos molidos.
En tiempos recientes se ha venido sistematizando el uso de masas madres,

desarrollando cultivos microbianos y mantenidos para posteriores fermentaciones.
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Durante la fermentacion de los cereales, tipicamente hasta 24 horas a temperaturas
moderadas, la actividad metabolica de los microorganismos presentes esta en
interaccion con los constituyentes del grano, las bacterias acido-lacticas (BAL)
producen acido lactico y acético, reduciendo el pH regularmente por debajo de 5y
cuando se hace uso de levaduras, estas producen dioxido de carbono y etanol
(Poutanen et al. 2009).

Las variaciones en las condiciones de la fermentacion contribuyen a la activacion de
las enzimas presentes y los ajustes de pH selectivamente favorecen el desemperfio de
ciertas enzimas tales como amilasas, proteasas, hemicelulasas vy fitasas (Hole et al.
2012; Katina, Liukkonen, et al. 2007).

Las enzimas inducen cambios junto con los metabolitos microbianos llevando a
cambios en las propiedades funcionales y nutricionales de los cereales fermentados.
Asi pues, la fermentacion de las masas puede influenciar la calidad nutricional ya sea
reduciendo o incrementando los niveles de los componentes y favoreciendo o
retardando la biodisponibilidad de nutrientes (Faulds & Williamson, 1995; Sancho et
al., 2001).

Muchos de los cambios observados en la degradaciéon y solubilizacion de la fibra
dietaria, pueden ser explicados por la contribucion de enzimas endodgenas,
especialmente xilanasas provenientes del mismo grano de cereal o de
microorganismos afadidos (Boskov Hansen et al., 2002; Ornez, Ebruers, lame, Elcour,
& Ourtin, 2006).

Tomados en conjunto, el metabolismo microbiano puede influir de manera significativa
en el contenido de nutrientes como las vitaminas y minerales, asi como también en el
contenido de compuestos bioactivos. Estudios llevados a cabo en masas madre de
centeno han demostrado que la actividad antioxidante medida como DPPH se
incrementa asociado este efecto a un incremento en el contenido de fenoles (extraidos
con metanol) (Kirsi-Helena Liukkonen, Kati Katina, Annika Wilhelmsson, Olavi

Myllymaki, 2003). Estudios mas recientes en salvado de trigo demostraron que la

34



accion combinada de fermentacion con levadura y enzimas hidroliticas de la pared

celular mejorar la bioaccesibilidad in vitro en panes (Anson et al. 2011).

Poutanen, Flander, & Katina. (2009), esquematizan un posible mecanismo de los
efectos del proceso de fermentacion los cuales pueden influir sobre la calidad

nutricional y compuestos bioactivos en masas panarias (Figura 7).

Ademas, de la sintesis o transformacion enzimatica de varios compuestos bioactivos
que puede ocurrir durante los procesos de fermentacion, los efectos de la fermentacion
sobre los compuestos fendlicos dependen principalmente de los tipos de granos,
especies de microorganismos y las condiciones de fermentacion, en particular la
temperatura, el pH y el tiempo (Boskov Hansen et al. 2002; Dordevi¢ et al. 2010;
Kariluoto et al. 2006; Katina, Liukkonen, et al. 2007)

Fermentacion Acido-Lactica

Las bacterias productoras de acido lactico (BAL) son un grupo de bacterias que utilizan
como sustrato a los carbohidratos para producir acido lactico como producto
metabdlico principal (Abdel-Rahman, Tashiro, & Sonomoto, 2013). Las BAL pueden
seguir dos tipos de procesos fermentativos: homofermentativo y heterofermentativo.
El primer tipo de fermentacién produce mas del 85% de acido lactico a partir de
glucosa. Las bacterias predominantes que participan en este proceso son las del
género Lactobacillus (Hole et al., 2012; Ni, Wang, Cai, & Pang, 2015), este tipo de
fermentacién es el mas recomendado en la industria alimentaria, particularmente
porque es donde se obtiene el mayor contenido de acido lactico en términos de
rendimiento y también porque los productos derivados de esta fermentacion
homofermentativa pueden potenciar las caracteristicas sensoriales de los productos

derivados (Koistinen et al. 2018).

El segundo tipo de fermentacion lactica, la heterofermentativa, produce solo 50% de
acido lactico. Las bacterias participantes pueden ser del género Lactobacillus, pero

ademas también pueden intervenir otras de la familia de bacterias acido-lacticas,
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Leuconostoc pseudomesenteroides, Leuconostoc citreum, Weissella cibaria,
Lactococcus lactissubsp. lactis, Lactobacillus buchneri y Lactobacillus plantarum
subsp. plantarum. Esto da como resultado que ademas de acido lactico, se obtengan
otros productos finales como metanol, acido acético, acido malico (Ni et al. 2015).
Finalmente, el producto final derivado de este tipo de fermentacidn no suele ser
sensorialmente atractivo. Las bacterias acido-lacticas se usan en la industria
alimentaria por varias razones, una de las principales es que su cultivo disminuye el
pH debido a la produccion de acido lactico. Es este proceso de acidificacion uno de
los efectos mas deseables del uso de BAL llegando a bajar el pH hasta 4.0, lo
suficientemente bajo como para inhibir el crecimiento de otros microorganismos,
incluidos los patégenos humanos mas comunes, lo que permite que estos alimentos
prolonguen la vida util (Wee, Kim, & Ryu, 2006). Las BAL pertenecen a grupos
bacterianos de la familia de Firmicutes compuesto por aproximadamente 20 géneros
entre los cuales se encuentran Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Weisella, Carnobacterium, Enterococcus,
Oenococcus, Tetragenococcus y Vagococcus y respecto a Lactobacillus es el mas
grande de estos géneros y comprende alrededor de 80 especies reconocidas
(Holzapfel, Haberer, Geisen, Bjorkroth, & Schillinger, 2001; Jay, 2000; Wessels et al.
2004).

Desde el punto de vista tecnoldgico, la fermentacién acido-lactica se puede presentar
de manera espontanea y mediante el uso de in6culos, este ultimo procedimiento
presenta la posibilidad de mantener un control sobre el tipo de bacterias fermentativas
y de las condiciones de fermentacion (Holzapfel, 2005). Los in6culos iniciadores de
fermentacidn pueden ser puros y son cultivados bajo condiciones controladas. El otro
tipo de inoculacion es por la técnica denominada backslopping y consiste en llevar a
cabo fermentaciones sucesivas del mismo material que va a ser sometido a
fermentacidn, una vez obtenido un fermento altamente concentrado en bacterias
acido-lacticas, este se incorpora a la masa o material a fermentar. La ventaja de este

método es que no implica el aislamiento de las bacterias acido-lacticas, es de bajo
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costo y particularmente se reduce significativamente el tiempo de fermentacién a

diferencia de los otros procesos fermentativos mencionados anteriormente.

En cualquiera de las maneras en que se presente el proceso de fermentacion, el
isomero L(+) acido lactico es preferido como producto final, dado que este puede
tener un mayor uso en produccion de alimentos, particularmente por la baja acidosis
que presenta durante el proceso de digestion gastrointestinal (Holzapfel., 2005). Las
BAL que producen >90% este isbmero como producto final de la fermentacién de
azucares incluyen los géneros Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus y

Carnobacterium.

La mayoria de estos géneros pueden utilizar glucosa y xilosa como sustratos para
llevar a cabo el proceso de fermentacidn, no obstante, en este ultimo, el rendimiento
de obtencién de lactato es mas bajo en relacion con glucosa. Lo anterior pudiera ser
de importancia para la produccion a gran escala de lactato. Sin embargo, si se toma
en cuenta que la xilosa es el principal constituyente de hemicelulosas (arabinoxilanos)
y lignocelulosa y el segundo azucar mas abundante en la naturaleza después de la
glucosa (Abdel-Rahman et al., 2013) pudiera esta situacion ser aprovechada para la
obtencion de oligdmeros con actividad biolégica y de compuestos fendlicos unidos por
enlaces mas débiles (fuerzas electrostaticas, puentes de hidrogeno, etc.) o atrapados
en organelos de la célula que pueden también ser liberados por la accién degradativa

del proceso de fermentacion.
Fermentacion con Levadura

Las levaduras son organismos eucariotas con gran diversidad respecto a su tamafio,
forma y color. Son consideradas hongos unicelulares y generalmente sus células son
ovaladas, pero también pueden encontrarse en forma esférica, cilindrica o eliptica.
Son de mayor tamafio que las bacterias, alcanzando un diametro maximo de entre
cuatro y cinco ym (Aleman, 2016; Pérez et al. 2007). Saccharomyces cerevisiae, es
de las levaduras con mayor uso en la industria alimentaria, es una levadura
heterotrofa, que obtiene la energia a partir de la glucosa con la concomitante

produccion de CO» y alcohol (Querol, Fernandez-Espinar, Del Olmo, & Barrio, 2003).
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Las levaduras también pueden contribuir a la seguridad y calidad de los alimentos en
funcién de sus posibles acciones sobre los hongos y los metabolitos indeseables
producidos por estos ultimos. Como tales, pueden ayudar a desintoxicar las
micotoxinas degradandolas o uniéndolas a la pared celular de la levadura (Moslehi-

Jenabian, Pedersen, & Jespersen, 2010).

De los procesos de fermentacion del tipo no lacteos, los que mas destacan son las
fermentaciones en cereales, que son populares en las regiones tropicales y en el
continente africano en particular. Al igual que con muchos productos a base de leche,
el componente microbiano natural se utiliza para fermentar granos como el maiz, el
mijo, la cebada, la avena, el centeno, el trigo, el arroz o el sorgo y regularmente los
granos a menudo se calientan, trituran y algunas veces se filtran. El “backslop” es
bastante comun, pero las poblaciones microbianas responsables de la fermentacion

de estas bebidas no estan muy bien caracterizadas.

En un estudio llevado a cabo por Rashad, Mahmoud, Abdou, & Nooman. (2011)
determinaron la actividad antioxidante por el ensayo de DPPH de diversos extractos
metandlicos de salvado de soya fermentada. Se encontré que todos los extractos,
mostraron distintos porcentajes de secuestramiento del radical que fueron desde 62 a
83% en comparacion al control (extracto de soya esterilizado no fermentado). El
contenido fendlico total del extracto de metanol de soya fermentada, dependiendo del
organismo iniciador, varié entre 0.74 y 4.50 mg EAG/g de soya seca, todos fueron mas

altos que los obtenidos en las muestras control.

Por otra parte Skrajda-Brdak, Konopka, Tanska, & Czaplicki. (2019) evaluaron el
impacto de dos tipos de fermentacién (acido lactico y por levadura) sobre el contenido
de compuestos fendlicos y actividad antioxidante, utilizando harinas de diferentes
fuentes de cereales (trigo y centeno), incluyendo sus respectivos panes. Los
resultados a los que llegaron fue que el contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante se incrementd notablemente en los panes con relacién a las harinas, no
obstante, entre tipos de fermentacion los resultados fueron inconsistentes atribuyendo

este efecto a la naturaleza de la fermentacién, asi como al proceso de horneado.
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Anson et al. (2009) llevo a cabo estudios de bioprocesamiento del salvado de trigo por
fermentacidn y por la accidon combinada de enzimas hidroliticas y fermentacion con

levadura, resultando en un incremento de acidos fendlicos libres en los panes de trigo.

En otro estudio, Adebo, Njobeh, & Kayitesi, (2018) obtuvieron muestras de diferentes
cultivares de sorgo después de la fermentacién a 34 ° C durante 24 h 28 °C durante
72 h, utilizando dos tipos de levaduras y estos cultivos iniciadores individuales
arrojaron mejores resultados en todos los analisis respecto al control, en el contenido
de taninos (0.41-2.83 mg EC/g), contenido fendlico total (8.11-32.13 mgEAG/g) y
contenido de flavonoides (7.53—-26.38 mg EC/g), y actividad antioxidante (4.82—7.81
MMET/g) respecto al control.

Calinoiu, Catoi, & Vodnar, (2019) estudio el efecto del tiempo de fermentacion usando
levadura en salvado de trigo y de avena, sobre el contenido de fenoles y actividad
antioxidante, demostrando que en los dias 2-4 se presentaron los valores mas altos
en estos componentes atribuyendo a que en este tiempo se presenta con mayor
intensidad la actividad de la levadura promoviendo cambios en la pared celular. Los
resultados de estos estudios sugieren que la fermentacion de granos enteros puede

ser un procedimiento util para el incremento de antioxidantes en cereales.

Procesos Fermentativos en Masas de Sorgo para Mejorar su

Potencial Biolégico

Se ha reportado ampliamente el uso de backslopping para fermentacion en masas de
cereales (Kim, Jeong, Song, & Seo, 2018; Shrivastava & Ananthanarayan, 2014;
Vrancken, Rimaux, Weckx, Leroy, & De Vuyst, 2011a), en sorgo los estudios son muy
numerosos debido a que las masas fermentadas de sorgo forman parte basica de la
dieta de poblaciones asiaticas y africanas (Gabaza et al. 2019; Olufunmilayo S.
Omoba, Taylor, & de Kock, 2015; Sekwati-Monang & Ganzle, 2011). Los esfuerzos se
han enfocado hacia cambios en las caracteristicas sensoriales y estructurales de las

masas, asi como también en sus propiedades reolodgicas.
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Especificamente en sorgo, los estudios sobre potencial bioldgico atribuido al proceso
de fermentacion son escasos, la mayoria de estos estudios han sido enfocados hacia
la evaluacion del efecto sobre compuestos fenodlicos y actividad antioxidante
(Mohapatra, Patel, Kar, Deshpande, & Tripathi, 2019; Sekwati-Monang, Valcheva, &
Ganzle, 2012; Shumoy, Gabaza, Vandevelde, & Raes, 2017), dejando un campo por
explorar el referente a la bioaccesibilidad y absorcién in vitro e in vivo de estos

compuestos.

El estudio llevado a cabo por Sekwati-Monang et al. (2012), aunque no estuvo
relacionado con el potencial biolégico de masas fermentadas de sorgo, fue muy
relevante en el sentido de que caracterizé microbiolégicamente indculos iniciadores de
fermentacidén de masas de sorgo. En este estudio se llevaron a cabo distintos procesos
de fermentacion en sorgo para la obtencion de un producto de consumo tradicional
africano llamado Ting, y demostraron que la técnica de “backslopping” puede reducir
hasta 8 horas el tiempo de fermentacion, en donde las cepas predominantes
identificadas en el cultivo iniciador fueron: Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus harbinensis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
parabuchneri, Lactobacillus caseiy Lactobacillus coryniformis y ademas con una carga
muy baja de bacterias del género Enterobacteriaceae. Al ser una fermentacién en la
que participaron varios microorganismos se trat6 de una fermentacion
heterofermentativa en donde el producto predominante fue acido lactico, pero ademas
también se obtuvieron cantidades importantes de acetato, etanol, 1,2 propanodiol y 1,3

propanodiol.

Svensson et al. (2010) fermentaron masas de sorgo rojo con diferentes cepas de
Lactobacilos y demostraron que el perfil de fenoles disminuyd significativamente
después del proceso de fermentacion atribuyendo este efecto a la transformacion de
acidos fendlicos y glucésidos de flavonoides por accion de enzimas producidas por los

microorganismos utilizados para el proceso.

Dlamini et al. (2007) estudiaron el efecto de la fermentacién de masas de sorgo con y
sin taninos y reportaron que en sorgo con taninos el contenido de fenoles y actividad
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antioxidante se incremento significativamente en relacion al sorgo sin taninos. Cuando
estas masas fueron cocinadas para preparar un alimento tipo porridges o atole,
reportaron una disminucion en el contenido total de fenoles y la capacidad
antioxidante. Aparentemente, la variedad de sorgo, el tiempo de fermentacion, y
posiblemente el in6culo empleado influyeron directamente en el contenido de

compuestos fendlicos en los productos.

Un comportamiento diferente es el que se presentoé en el estudio reportado por Zaroug,
Orhan, Senol, & Yagi. (2014) quienes estudiaron el efecto del proceso fermentacion
en masas de dos cultivares de sorgo (Tabat y Wad Ahmed) sobre el contenido de
fenoles totales y demostraron que en cultivar Tabat el contenido disminuyd
significativamente a 32 horas de fermentacion, mientras que Wad Ahmed no mostro
cambios importantes a lo largo del proceso fermentativo en estos compuestos. En
este mismo estudio se evaluo el efecto de coccion de estas masas fermentadas para
la obtencidn de un alimento tradicional llamado kisra y demostraron que el proceso de
coccion mejoro significativamente el contenido de fenoles totales independientemente

del cultivar de sorgo procesado.

Nomusa Rhoda (2007) demostré que el proceso de fermentacion afectdé de manera
distinta dependiendo del cultivar de sorgo utilizado, de tal manera que sorgo sin testa
pigmentada posee menor contenido de fenoles totales en relaciédn con sorgo
pigmentado. En este mismo estudio se probaron dos cultivares de sorgo (Macia y
Framida) y cuando estos granos fueron decorticados el cultivar de sorgo Macia
conservo su contenido de fenoles totales. El proceso de fermentacién de estos dos
cultivares demostré que el cultivar Macia retuvo su contenido de fenoles totales.
Mientras que sorgo cv. Framida no logré recuperar el contenido original. De las masas
fermentadas, se obtuvieron porridges y el contenido de fenoles se vio mejorado en el
cultivar Macia mientras que en los porridges de sorgo Framida los compuestos
fendlicos no fueron detectados.

Taylor & Duodu. (2015) destacan en su trabajo de revisién que el contenido de fenoles

puede significativamente ser reducido en muestras de sorgo sometidas a fermentacion
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lactica y atribuyen este efecto principalmente a la activacion de enzimas como la
polifenol oxidasa, peroxidasas entre otras, presentes de manera natural en las masas
de sorgo, asi como también explican que el medio acido generado por la accion de las
bacterias lacticas puede abstraer iones hidrégeno y provocar rearreglos en las
estructuras de los acidos fendlicos, asimismo mencionan la posibilidad de que los
compuestos fendlicos interaccionen con estructuras proteicas que impiden su

solubilizaciéon en el sistema de extraccion.

Olufunmilayo Sade Omoba & Isah (2018) llevaron a cabo un estudio de masa de sorgo
fermentada por el proceso de backslopping para la obtencion de bisquets, y
encontraron que los valores de fenoles totales y actividad antioxidante (medida como
ABTS) se incrementaron en un 17 y 30% respectivamente, en bisquets que fueron
preparados con masas fermentadas.

Mohapatra, Patel, Kar, Deshpande, & Tripathi (2019), evalué el efecto de fermentacién
en sorgo y observaron una reducciéon del 28% de fenoles totales pero un incremento
importante en la actividad antioxidante (1.4 - 6 veces) mientras que en sorgo
fermentado combinado con cocimiento con vapor y hojuelado la actividad antioxidante

se incrementd 2.9 veces.

La mayoria de los estudios anteriormente descritos, reportan resultados muy variables
en cuanto al contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante, los efectos
se presentan positivos (incremento) o negativos (reducciones) dependiendo del tipo
de fermentacion, microorganismos fermentadores, tipo y tiempo de fermentacion e
incluso la mayoria de los estudios coinciden que cuando las masas fermentadas de
sorgo son sometidas a algun tipo de procesamiento térmico, el potencial biolégico se

incrementa.

En cuanto a fermentacion usando levadura, realmente son escasos los estudios en
sorgo, en los que haya sido evaluado el efecto de este proceso sobre el contenido de
fenoles y actividad antioxidante. Los estudios existentes particularmente se enfocan
hacia fermentacion de sorgo para la obtencion de cerveza u otras bebidas (Djameh et

al. 2019; Konfo et al. 2015), y también se han reportado estudios en donde se ha
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evaluado el efecto de la fermentacion con levadura sobre rendimiento de etanol
(Kanakaraju et al. 2020; Zhang et al. 2019).

Puede mencionarse un estudio llevado a cabo por Valenzuela Gutiérrez (2018), quien
evaluo el efecto de la adicidn de levadura (Saccharomyces cerevisiae) a masas de
sorgo, y demostro que después de 4 y 8 horas de fermentacion el contenido de fenoles
y de actividad antioxidante se increment6 3 y 4 veces mas respecto a la masa sin
fermentar. Este estudio condujo a motivar mayor investigacion en el uso de levadura
para fermentacién de masas de sorgo, similar al proceso de panificacion en masas de
trigo para la produccion de productos horneados como galletas con potencial biolégico

y calidad sensorial aceptable.

Antioxidantes como Agentes Terapéuticos contra el Estrés

Oxidativo

Los tratamientos efectivos para reducir enfermedades crénico-degenerativas en
humanos incluyen en primera instancia, modificaciones en el estilo de vida, tales como
restriccidn calorica y ejercicio para promover pérdida de peso. Por otra parte, las dietas
altas en antioxidantes pueden reducir el estrés oxidativo y respuestas inflamatorias

con relativa asociacion de la pérdida de peso (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2006).

Se ha demostrado que el consumo de frutas y vegetales incrementa la actividad
antioxidante in vivo en diferentes poblaciones. Los granos enteros ricos en fibra
dietética, compuestos fendlicos y otros fitoquimicos también reducen el estrés

oxidativo en individuos con sindrome metabdlico (Slavin, 2003).

Belobrajdic et al. (2010) llevaron a cabo estudios en modelos murinos con induccion
de inflamacion y estrés oxidativo y demostraron que una dieta basada en cereales con
alta y baja capacidad antioxidante puede mejorar los indices de inflamacién y estrés
oxidativo. Estudios similares utilizando extractos de salvado de arroz, demostraron
una recuperacion parcial de los niveles de adiponectina y reduccion de valores
proinflamatorios (Justo et al. 2016). Salazar-Lopez et al. (2017) evalud el efecto del

consumo de acido ferulico en ratas alimentadas con dietas altas en grasa demostrando
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que después de 60 dias de administraciéon de la dieta, se presentaron cambios
positivos en algunos biomarcadores de inflamacion. Hsu & Yen (2008) realizaron una
extensa revision en relacion con el efecto antiobesogénico atribuido a los compuestos
fendlicos, demostrando que estos pueden impactar significativamente en la reduccidn
de peso a través de mecanismos asociados a la inhibicion o apoptosis de preadipocitos
los cuales han sido estudiados como inductores de inflamacion y crecimiento de tejido

adiposo.

Muchos de estos fitoquimicos poseen la capacidad de interferir en las funciones
celulares, la alteracién de la activacion de factores de transcripcion que regulan la
expresion de genes, y cambiar el metabolismo celular de diferentes maneras (Traka &
Mithen, 2011; Tsao, 2010). Existen diversos estudios que demuestran que el consumo
de antioxidantes dietarios pudiera tener un efecto benéfico en la prevencidon de estrés
oxidativo causado por procesos inflamatorios de bajo grado asociados a obesidad. Tal
como la explica Skawa et al. (2017), la obesidad es una condicion que subyace a la
aparicion de enfermedades como diabetes, hipertension, enfermedad cardiovascular

y que son conocidas en su conjunto como sindrome metabdlico (Figura 8).

Tal como lo mencionan Shiferaw Terefe & Augustin (2019), los alimentos fermentados
estan experimentando un resurgimiento debido al creciente interés de los
consumidores por alimentos naturales y promotores de la salud. La fermentacion
microbiana es un proceso tecnoldgico el cual transforma materias primas hacia
productos alimenticios palatables, nutritivos y saludables. La fermentacion imparte
aromas unicos, sabor y textura a los alimentos, mejora la digestibilidad de la proteina,
degrada factores antinutricionales, toxinas y alergénicos, convierte fitoquimicos como
los fenoles hacia formas bioactivas y biodisponibles y enriquece la calidad nutricional
del alimento. La fermentacion también modifica las propiedades funcionales fisicas de
los materiales alimenticios dando lugar a ingredientes para su uso en formulacién de
alimentos. Por ultimo, el proceso de fermentacion usando el método de “backslopping”
puede ser una estrategia para la obtencion de alimentos de bajo costo para mitigar la

desnutricion y obesidad en paises en desarrollo.
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Figura 8. Modelo de produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO) en grasa
acumulada en tejido adiposo asociado al sindrome metabdlico.

Fuente: Furukawa et al. 2017
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HIPOTESIS

Galletas formuladas a partir de masa de sorgo sometida a dos procesos fermentativos
presentan mayor bioaccesibilidad de compuestos fendlicos, acido ferulico y actividad

antioxidante, manteniendo caracteristicas sensoriales aceptables.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos, acido ferulico y actividad
antioxidante presentes en galletas formuladas a partir de masas de sorgo sometidas a

dos procesos fermentativos y el impacto sobre sus caracteristicas sensoriales.
Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto del tiempo de fermentacidn acido-lactica y alcohdlica en masas
de sorgo sobre el contenido de compuestos fendlicos, acido ferulico y actividad

antioxidante.
2. Evaluar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y acido ferulico presente en
galletas formuladas a partir de masas de sorgo sometida a dos procesos

fermentativos.

3. Evaluar los atributos sensoriales de las galletas formuladas a partir de masas de

sorgo sometida a dos procesos fermentativos.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién y Preparacion de la Muestra

Se utilizé sorgo blanco de la variedad UDG-110 adquirido a través de la Fundacion

Produce Nayarit A.C. Tepic, Nayarit, México.

El grano de sorgo fue sometido a proceso de limpieza para la eliminacion de granos
dafiados y de cualquier otro material extrafio. Posteriormente fue sometido a molienda
en un molino de discos Modelo Pulvex 200 hasta obtener un tamano de particula < 0.5

mm. La harina integral fue almacenada a -20°C.
Procesos de Fermentacion

El disefio experimental para esta parte del estudio fue completamente al azar, en
donde las variables independientes fueron dos tipos de fermentacion (fermentacion
acido-lactica por el método de backslopping y fermentacion alcohdlica por adicion de
levadura), aplicadas en masas de sorgo (unidad experimental) y las variables
dependientes fueron el contenido de fenoles totales, acido ferulico y actividad
antioxidante. Se realizaron dos repeticiones de cada experimento y de cada repeticion

se obtuvieron duplicados para cada tiempo de fermentacién evaluado.
Fermentacién Acido-Lactica

El proceso de fermentacion se llevo a cabo siguiendo los procedimientos descritos por
(Elkhalifa, Schiffler, & Bernhardt, 2005; Mallasy et al., 2010 y Shrivastava &

Ananthanarayan, 2014), con algunas modificaciones.

El proceso consistié primeramente en preparar un indculo iniciador de la fermentacion,
mediante la técnica de backslopping. Se preparé una masa de sorgo, para lo cual se
tomaron 300 g de harina integral y se le afiadieron 320 mL de agua. La masa obtenida
se ferment6 a 26°C y 70-80% HR, hasta alcanzar un pH aproximadamente de 4.0. Una

vez alcanzado este valor de pH, se tomaron 30 g (=56% de la masa total) y se afiadieron
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a un nuevo lote de masa fresca de sorgo y se permitié fermentar bajo las mismas
condiciones hasta alcanzar un pH de 3.5. Alcanzado este pH, se consider6 obtenido

el inoculo iniciador.

Se prepararon dos lotes de masa de sorgo de acuerdo a las condiciones mencionadas
anteriormente. A estas masas les fueron afiadidos 30 g de inoculo iniciador, se mezclé
durante tres minutos hasta obtener masas homogéneas las cuales fueron colocadas
en charolas de 20 X 30 cm y puestas en una cabina fermentadora (National Meg. Co.
Modelo 505-SS 2/3) a 26°C y 70-80% HR.

Se tomaron dos muestras de 10 g a diferentes intervalos de tiempo (0, 4, 8, 12, 16, 20,
24, 28, 32, 36, 40, 44 y 48 horas). Una porcion de estas muestras fue llevada a
medicidn de pH y el resto sometido a congelacion a -20°C. Estas muestras fueron

etiquetadas como FLB (Fermentacion lactica por “backslopping”).

Un procedimiento fermentativo similar se llevo a cabo de manera paralela sin indculo

iniciador. A esta fermentacion se le etiqueté como FLN (Fermentacion lactica natural).
Fermentacion con Levadura

El procedimiento utilizado para la fermentacion con levadura fue el sugerido por
Amaya-Villalva et al. (2018) el cual corresponde al meétodo convencional de
fermentacidn de masas de trigo para la obtencion de pan. Se formaron dos lotes de
300 g de harina integral de sorgo se le anadieron 320 ml de agua, en la cual
previamente fueron disueltos 3 g de levadura panaria Saccharomyces cerevisiae
(Nevada MR) se mezclé durante tres minutos hasta obtener masas homogéneas las
cuales fueron colocadas en charolas de 20 X 30 cm y puestas en un fermentador
(National Meg. Co. Modelo 505-SS 2/3) a 36°C y 80% HR. Se tomaron dos muestras
de 10 g a diferentes intervalos de tiempo (0, 30, 60, 90, 120,150, 180, 210, 240 min)
cada una de las muestras se congelaron a -20°C. Estas muestras fueron etiquetadas

como FLEV (Fermentacion con levadura).
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Un procedimiento fermentativo similar se llevé a cabo de manera paralela sin la adicion
de levadura. A esta fermentacion se le etiqueté como FLEVN (Fermentacion levadura

natural).

El tiempo cero fue considerado como la masa control (sin fermentar) para todas las

fermentaciones realizadas en este estudio y etiquetada como SC.

Obtencion de Extractos Metanodlicos

De cada una de las muestras se obtuvieron dos extractos metandlicos siguiendo el
procedimiento reportado por Salazar-Lépez et al.(2016) este proceso se fundamenta
en la solubilizacion de todos aquellos compuestos solubles en metanol acuoso

incluyendo los compuestos fendlicos.

Se pesaron por duplicado 1 g de cada una de las muestras (FLB, FLN, FLEV, FLEVN),
asi como la muestra SC y fueron mezcladas con 15 mL de metanol al 80%. La mezcla
fue sonicada a temperatura ambiente por 60 min. Enseguida las muestras fueron
centrifugadas a 3000 rpm/15 min y fue separado el sobrenadante. El residuo fue
sometido dos veces al mismo procedimiento de extraccion descrito arriba y al final los
sobrenadantes fueron colectados y filtrados en papel Whatmann Num 1. Los
sobrenadantes de cada una de las muestras fueron evaporados en un rota vapor
BUCHI R-100 hasta sequedad y re suspendidos en 5 mL de metanol al 50%. La
concentracion final de los extractos fue de 0.2 g/mL. Estos extractos fueron

almacenados en tubos color ambar a -20°C hasta las mediciones correspondientes.

Determinacion de Fenoles Totales

Los compuestos fendlicos totales fueron cuantificados siguiendo la técnica propuesta
por Singleton & Rossi (1965), con modificaciones para adaptar el ensayo a un lector
de microplaca (FluoStar Omega, BMG Labtech Inc., Ortenberg, Alemania). Se
mezclaron 30 pL de cada uno de los extractos metandlicos con 150 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu (diluido previamente 1:9 con agua desionizada) en un pocillo de
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microplaca, anadiendo 120 uL de una solucion de carbonato sodico (7.5%), la mezcla
fue homogenizada y se dejo reaccionar en la oscuridad durante 30 minutos. El ensayo
se realizd por duplicado y los cambios en la absorbancia fueron monitoreados a 765

nm contra blanco reactivo.

Para calcular la concentracion de fenoles totales se elabord una curva de calibracion
con acido galico como estandar (0.07 -1.29 mg/mL). Los resultados se expresaron

como pg de equivalentes de acido galico por gramo de muestra (LgEAG/g).
Determinacién de Acido Ferulico

El acido ferulico se cuantifico usando un sistema UHPLC Agilent Technologies 1260,
USA) con un detector de arreglo de diodos (DAD). La separacién se llevo a cabo en
una columna de resolucion rapida Zorbax Eclipse Plus C18 (50 mm x 2,1 mm d.i.). Se
utilizé un sistema disolvente de fase binaria Fase A: agua acidificada con acido acético
(0.1%) y Fase B: metanol acidificado con acido acético (0.1%). El gradiente de
separacion fue como se indica a continuacion: 0 =11 min, 9 a 14% B; 11-15 min, 15%
de B. EIl mismo gradiente permanecié por 3 min para equilibrar la columna. La
temperatura de la columna se fijé a 30°C, el flujo fue de 0.7 mL/min y las lecturas de
absorbancia se tomaron a 280 nm. El ensayo se realiz6 por duplicado y los resultados
se expresaron en ug/g, de acuerdo a una curva de calibracion de un estandar de acido
ferulico (1.5 - 50 pg/mL) (Salazar-Lopez et al. 2016).

Evaluacion de la Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante en las muestras se evalu6 mediante el ensayo de ABTS
(acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico). Este ensayo se basa en la
capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical cationico ABTS™, lo que
produce un cambio en su coloracibn que puede cuantificarse
espectrofotométricamente (Blancas-Benitez et al. 2015). Se prepard una solucién
stock de ABTS mezclando 5 ml de una solucion acuosa de ABTS (7 mM) con 0,088

mL de persulfato sodico (148 mM), y se incubo6 en la oscuridad a temperatura ambiente
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durante 16 - 18 h. La solucion de trabajo ABTS™ se preparé inmediatamente antes de
su uso por dilucién de la solucion stock en etanol (~ 1: 88, v/ v), y su absorbancia se
ajustd a 0.7 £ 0.02 a 734 nm. En pocillos de microplaca se mezclaron 280 uL de la
solucion de trabajo con 10 uL de cada uno de los extractos y se dejo reaccionar durante
5 minutos. El ensayo se realizé por duplicado y los cambios en la absorbancia se
registraron como actividad secuestrante del radical ABTS. Para expresar los
resultados como pmol equivalentes trolox por gramo de muestra fue necesario

preparar una curva estandar utilizando trolox como estandar de referencia.
Preparacién de Galletas de Sorgo

El disefio experimental para esta parte del estudio consisti®6 en un disefo
completamente al azar, en donde se evaluo el efecto de las distintas formulaciones de
las galletas (variables independientes), sobre el contenido de fenoles totales, acido
ferulico y actividad antioxidante (variables dependientes) antes y después del proceso
de digestion gastrointestinal in vitro. Las formulaciones de las galletas se hicieron por

duplicado y por cada duplicado se obtuvieron tres galletas (unidad experimental).

Las masas de sorgo seleccionadas para formular las galletas experimentales fueron
aquellas en las que en el proceso fermentativo presentaron los valores mas altos ya
sea en el contenido de fenoles totales o de acido ferulico (FLB, FLN, FLEV y FLEVN).
En total se formularon 8 galletas experimentales ademas de la galleta control. Las
galletas fueron etiquetadas como se muestra en la Tabla 3 sin incluir aun el tiempo de

cada fermentacion.

Para la formulacién de las galletas se siguieron las indicaciones propuestas por la
AACC 10-50D (1999) con ligeras modificaciones. Primeramente, las masas
seleccionadas fueron sometidas a un proceso de secado en una estufa de conveccién
de aire a 60°C.

Las harinas obtenidas fueron utilizadas para la formulacion de las galletas de acuerdo
con el siguiente procedimiento: en un tazon se mezclaron 40 g de azucar, 50 g de

mantequilla, 1 g de bicarbonato de sodio, 20 g de leche en polvo desnatada, 1g de sal,
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Tabla 3. Etiquetado de galletas experimentales.

Muestra Galleta Descripcion

A ON -

O ~NO O

Mayor contenido de fenoles totales

GFLB Galleta formulada con masa FLB
GFLN Galleta formulada con masa FLN
GLEV Galleta formulada con masa FLEV
GFLEVN Galleta formulada con masa FLEVN
Mayor contenido de acido ferulico

GFLB Galleta formulada con masa FLB
GFLN Galleta formulada con masa FLN
GLEV Galleta formulada con masa FLEV
GFLEVN Galleta formulada con masa FLEVN
Control

GSC Galleta formulada con masa de sorgo sin fermentar

FLB: (Fermentacion lactica por backslopping); FLN :(Fermentacion lactica natural);
FLEV: (Fermentacion con levadura); FLEVN :(Fermentacion con levadura natural).

54



20 mL de agua y 100 g de cada una de las harinas provenientes de las masas
fermentadas. La mantequilla, azucar, bicarbonato de sodio y sal fueron cremados
manualmente por 3 min. Los ingredientes cremados fueron entonces mezclados con
la harina hasta obtener una masa homogénea. La masa fue extendida con un rodillo
hasta un espesor de 6mm y cortada con un molde de 25 mm de diametro. Sobre una
charola para hornear de aluminio 20 x 30, las galletas se hornearon a 180°C por 10

min y posteriormente fueron enfriadas a temperatura ambiente.

Las galletas fueron sometidas a proceso de molienda y posteriormente obtenidos los
extractos metandlicos y a los cuales se les cuantifico contenido de fenoles totales,

acido ferulico y actividad antioxidante por las metodologias descritas anteriormente.
Ensayo de Digestion Gastrointestinal in vitro

Para determinar la bioaccesibilidad de fenoles totales, acido ferulico y actividad
antioxidante presente en las galletas formuladas con harinas provenientes de masas
fermentadas de sorgo, fue necesario llevar a cabo un ensayo de simulacién de la
digestion gastrointestinal in vitro. El ensayo consistio en tres fases de digestion (oral,
gastrica e intestinal) de acuerdo con la metodologia propuesta por Bouayed, et al.
2011, con algunas modificaciones. Se describe a continuacion el proceso que se siguid

para la obtencidn de los digestos intestinales.
Fase Digestion Oral

El ensayo consistio en la participacion de 9 voluntarios aparentemente sanos (un
voluntario/muestra), en ayunas, masticaron por triplicado 1 g de cada una de las
muestras 15 veces durante 15 segundos. Cada uno de los sujetos expulsaron el sorgo
masticado hacia 9 tubos cénicos de 50 mL, posteriormente se enjuagaron la boca dos
veces con 5 mL de agua durante 60 s y expulsaron el liquido hacia sus respectivos
tubos. Se homogenizaron las muestras, y se mantuvieron en reposo por 2-3 min con

el fin de completar la digestion en boca.
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Fase Digestion Gastrica

Los tubos fueron llevados a digestion gastrica, agregando 5 mL de solucion tampon
HCI-KCI 0.2 M con el pH ajustado a 1.5. Luego, se agregaron 667 puL de solucion de
pepsina (300 mg/mL) y se incubaron durante 1 h en un bafio de agua con agitacion
(Precision Scientific Mod. 66800 Winchester, VA, EE. UU.), a 37 °C y 100 rpm.

Posteriormente los tubos fueron conducidos hacia la siguiente fase de la digestion.
Fase Digestion Intestinal

Los tubos fueron llevados a digestion intestinal, agregando 9 mL de buffer de fosfato
(0.1 M, pH 7.5) y ajustando el pH a 7.5. Posteriormente, se agregé 1 mL de solucion
de pancreatina (17 mg/mL) y sales biliares (80 mg), y la mezcla se incub6 durante 6 h
en un bafio de agua con agitacion a 37 ° Cy 100 rpm para obtener finalmente el digesto

intestinal.

Los productos de la digestion intestinal y sus respectivos blancos fueron centrifugados
a 6000 rpm/4°C/10 min, los sobrenadantes fueron recuperados vy liofilizados. Las
muestras liofilizadas se disolvieron en 5 mL de metanol al 50% y posteriormente
filtradas (Econofltr Nyln 0.25 mm 0.45 ym, Santa Clara, CA, Estados Unidos). Los
digestos fueron almacenados a — 20 ° C hasta los analisis correspondientes. Cada uno
de los digestos fueron analizados para contenido de fenoles totales, acido ferulico y

actividad antioxidante siguiendo los procedimientos descritos anteriormente.

La bioaccesibilidad de fenoles totales, acido ferulico y actividad antioxidante presente
en las galletas se calculo considerando el contenido de estos compuestos en la fase
intestinal en relacidén con el contenido en las galletas antes del proceso de digestion
(extraccion metandlica) y considerado como el 100%, esto es tomando en cuenta que
el proceso de extraccion quimica bajo las condiciones realizadas pudo extraer el
maximo contenido de compuestos fendlicos solubles (libres). Los resultados de

bioaccesibilidad fueron expresados en términos de porcentaje.
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Prueba de Aceptabilidad de Atributos Sensoriales de las Galletas

Experimentales

Para el estudio de evaluacion sensorial, se eligieron las galletas con mayor contenido
de fenoles totales. Las galletas de sorgo fueron evaluadas sensorialmente mediante la
prueba de aceptabilidad de los siguientes atributos: olor, color, textura, sabor vy
aceptabilidad general. Panelistas no entrenados (n = 98) calificaron cada uno de los
atributos mediante una escala hedonica de 7 puntos, categorizados de la siguiente
manera: (1) me disgusta mucho; (2) me disgusta poco; (3) me disgusta; (4) me es
indiferente; (5) me gusta; (6) me gusta poco y (7) me gusta mucho. Adicionalmente los
panelistas respondieron a una prueba de intencién de compra del producto mediante

la respuesta “Si” (si compraria el producto) y “No” (no compraria el producto).

Las galletas fueron etiquetadas con numeros aleatorios de tres digitos y la evaluacion
sensorial se llevd a cabo en una sola sesion y la calificacion de cada uno de los

atributos se evalué de acuerdo con la hoja de respuesta presentada en la Figura 9.
Analisis Estadistico

Los efectos del tiempo de cada una de las fermentaciones aplicadas en masas de
sorgo sobre el contenido de fenoles totales, acido ferulico y actividad antioxidante, asi
como para evaluar el efecto de la inclusion de harinas de masas fermentadas de sorgo
en la formulacion de las galletas sobre las variables respuesta antes y después del

proceso de digestion gastrointestinal se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA).

El efecto de la formulacion de las galletas sobre cada uno de los atributos sensoriales

calificados por los panelistas se evalué mediante un ANOVA.

Las diferencias entre las medias estadisticas de las masas y galletas de sorgo, asi
como de los atributos sensoriales, fueron evaluadas mediante la prueba de Tukey a
una p<0.05. Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo mediante el
paquete estadistico JMP versién 5.0.1(EE. UU., SAS Institute, Inc).
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NOMBRE EDAD
MUESTRA

Califique el siguiente producto de acuerdo con la escala presentada a

continuacion:

1: me disgusta mucho; 2: me disgusta poco; 3: me disgusta; 4: me es

indiferente; 5: me gusta; 6: me gusta poco; 7: me gusta mucho

Atributo Sensorial 1 2 3 4 5 6 7

Olor

Color

Sabor

Textura

Apariencia

Aceptabilidad general

¢, Compraria usted habitualmente una galleta como esta?

st [ No [

Figura 9. Hoja de respuesta de aceptabilidad de atributos sensoriales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacién Acido-Lactica de Masa de Sorgo

Las masas de sorgo fueron sometidas a dos procesos de fermentacion acido-lactica
durante 48 horas, el primer proceso consistié en afadir un inéculo iniciador de la
fermentacidn preparado mediante la técnica de backslopping (FLB) y este proceso se
contrastd con otro proceso de fermentacidn acido-lactica llevado a cabo de manera
espontanea y bajo las mismas condiciones (FLN), y en ambos procesos el pH fue
monitoreado a intervalos de 4 horas/48 h. En la Tabla 4, se muestran los cambios en
el pH durante el tiempo de fermentacion. Las masas FLB disminuyeron el pH en un

menor tiempo comparado con las masas FLN.

El pH acido (< 4) es uno de los indicadores de la presencia de bacterias productoras
de acido lactico, que es el principal contribuyente de esta acidificacidon. Ninguno de
los dos procesos fermentativos logré alcanzar un pH < 4, no obstante, la adicion de
un inoculo iniciador de la fermentacion aceleré el proceso de acidificacion de las
masas de sorgo requiriendo de 8 horas de fermentacion para alcanzar un pH =4.44 +
0.01 mientras que las masas FLN requirieron de 24 horas para alcanzar un valor
similar de pH (4.30 + 0.005).

Resultados similares fueron obtenidos por Shrivastava & Ananthanarayan. (2014)
quienes usaron diferentes niveles de adicion de inoculo iniciador obtenido por el
procedimiento de backslopping para fermentar una bebida artesanal a base de sorgo
llamada idli. En este estudio la disminucion de pH fue mas drastica en las muestras
donde se agregaron inoculos iniciadores comparado con muestras sometidas a

fermentacion natural (23% vs 4.4%).
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Tabla 4. Efecto del tiempo de fermentacion acido-lactica por
backslopping (FLB) y natural (FLN) sobre el pH en masas de

sorgo".
pH
Horas FLB FLN
0 6.33+0.0152 6.72+0.0252
4 5.38+0.005° 6.74+0.0052
8 4.44+0.01¢ 6.71+£0.0152
12 4.23+0.015¢ 6.58+0.015°
16 4.18+0.014 5.25+0.025¢
20 4.42+0.002¢ 5.15+0.020¢
24 4.17+0.025¢ 4.30+0.005f
28 4.26+0.005¢ 4.49+0.002°
32 4.23+0.001¢ 4.1240.0059
36 4.25+0.001¢ 4.20+0.005f
40 4.19+0.005¢ 4.24+0.015f
44 4.05+0.002° 4.23+0.015f
48 4.04+0.045¢° 4.15+0.0519

'Los valores corresponden al promedio + error estandar (n=8).
Superindices diferentes en cada columna representan diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05).
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En otro estudio realizado por Taylor & Taylor (2002), se fermentaron cinco variedades
de sorgo (decorticado), usando el método de backslopping, los resultados mostraron
un patrén idéntico para las cinco variedades de sorgo en cuanto a la reduccion del pH,
con un pH inicial de 6.5 hasta 3.5 al segundo dia para después mantenerse sin

cambios significativos.

Por otra parte, cabe sefalar que diversos estudios han demostrado que un proceso
de fermentacion en cereales puede verse retrasado cuando el sustrato alimenticio a
fermentar es un grano entero, lo anterior debido a que la cobertura de la semilla
(pericarpio) que funciona como una cobertura protectora del grano, posee agentes
antimicrobianos que pueden inhibir la actividad de algunos microorganismos
fermentadores, repercutiendo en una menor disminucion de pH (Adebiyi, Njobeh, &
Kayitesi, 2019; Bhanja Dey & Kuhad, 2014).

Un estudio llevado a cabo por Mohammed et al. (1991), describe el comportamiento
de las proporciones microbianas en grano de sorgo durante la fermentacion para la
obtencion de kisra, mencionan que de manera natural es posible encontrar colonias
bacterianas de los géneros Pediococcus, Enterococcus, Enterobacteriaceae,
Lactobacilos, levaduras y mohos. Una vez que el sorgo es sometido a proceso de
fermentacién, el crecimiento de estos microorganismos puede ser muy variable

dependiendo de si es fermentacidon natural o por backslopping.

En condiciones naturales estas poblaciones de microrganismos se encuentran en baja
proporcion, sin embargo, cuando la fermentaciéon progresa esta se incrementa
predominando bacterias acido lacticas en detrimento del crecimiento de
Enterobacteriaceae (no crecen en medio acido). Los mohos y levadura incrementan
su crecimiento hasta el final de la fermentacion, sin embargo, cuando se hacen
subsecuentes fermentaciones tanto los mohos como las levaduras mantienen su
crecimiento. Por otra parte, las bacterias acido lacticas del género Lactobacilos (L.
brevis y L. confusus) se encuentran a lo largo de la fermentacion original y las
sucesivas mientras que coliformes no son detectadas en las subsecuentes

fermentaciones. Se observa que las bacterias del género Pediococcus (P.
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pentosaceus), mantienen alta su poblacion y dominan en las fermentaciones. Es
importante resaltar que estos patrones de crecimiento pueden variar dependiendo del
tipo de producto fermentado, por ejemplo, se han aislado de sorgo especies de
lactobacilos altamente productores de acido lactico como L. reuteri, L. casei, L.
harbinensis, L. parabuchneriy L. corinyformis de masas de sorgo destinadas a la

produccion de ting, un alimento tradicional de Africa (Sekwati-Monang et al., 2012).

La técnica de backslopping es una practica comun en una gran variedad de procesos
fermentativos de tipo artesanal, y es importante sefalar que este tipo de procedimiento
es basicamente un proceso heterofermentativo, dominada principalmente por

bacterias acido lacticas del género Lactobacillus (Vrancken et al., 2011).

Poutanen et al. (2009) establece que, durante el proceso de fermentacion,
regularmente a las 24 horas y temperatura moderada, la actividad metabolica de los
microorganismos presentes se encuentran en interaccion con los constituyentes del
grano. Las bacterias acido-lacticas producen acidos lactico y acético, reduciendo el
pH regularmente por debajo de 5. Las levaduras producen diéxido de carbono y
etanol. Las interacciones entre levaduras y lactobacilos y las condiciones cambiantes
durante la fermentacion, tales como, el ajuste del pH, contribuyen a la activacion
selectiva de enzimas como amilasas, proteasas, hemicelulasas y fitasas. Las enzimas
y los metabolitos microbianos inducen cambios asociados a efectos tecnolégicos y

nutricionales de los cereales.

Diversos estudios han demostrado que el proceso fermentativo asociado a bacterias
acido-lacticas promueve cambios estructurales en la matriz alimentaria, estos cambios
conducen a modificacion en el contenido de componentes como proteinas, grasas,
carbohidratos y también en otros componentes no nutrientes como los compuestos
fendlicos (Elkhalifa et al. 2005; Schober, Bean, & Boyle, 2007; Thiele, Grassl, &
Ganzle, 2004). Estos cambios pueden ser promovidos por enzimas presentes ya sea
en las masas a fermentar o bien sintetizadas por los propios microorganismo (Kirsi-

Helena Liukkonen, Kati Katina, Annika Wilhelmsson, Olavi Myllymaki, 2003).
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En la Figura 10, se muestra el efecto del tiempo de fermentacidén acido-lactica en
masas de sorgo por el procedimiento de backslopping (FLB) y por fermentacion
natural (FLN) sobre el contenido de fenoles totales. Se puede observar que, en los
dos procesos fermentativos, el contenido de fenoles totales mostré fluctuaciones
durante las primeras 28 horas. A partir de este tiempo se observd un incremento
significativo de fenoles totales en las masas (p<0.05), llegando a un maximo de 700.9
+ 7.6 ygEAG/g a las 36 h en FLB y de 484.79 + 6.1 ygeAG/g en FLN a las 48 h,
correspondiendo incrementos del 86% y 28% con respecto a la masa de sorgo control
(t=0h).

En la Figura 11 se muestran los cambios en el contenido de &cido ferulico durante el
tiempo de fermentacion. Comparando con la masa sin fermentar (SC, t= 0 h), se
puede observar en las masas FLB y FLN, un incremento significativo de acido ferulico
durante las primeras horas de fermentacion. En el caso de la masa con in6culo
anadido (FLB) el contenido de acido ferulico se increment6 desde 6.66 + 0.23 pg/g
hasta 21.25 £ 0.27 pg/g a 20 horas de fermentacion (+219%), mientras que para las
masas FLN se alcanz6é una maxima concentracion de acido ferulico de 18.14 + 0.12
Mg/g a 12 horas de fermentacion (+172%). Posterior a estos tiempos, la concentracion
de acido ferulico disminuyd considerablemente en ambos procesos, pero siempre

manteniéndose los valores mas altos de este compuesto fendlico en las masas FLB.

La actividad antioxidante en las masas de sorgo FLN mostraron desde el inicio valores
mas altos de actividad antioxidante presentando valores maximos a 4, 8 y 12 horas
de fermentacion, a partir de este tiempo los valores disminuyeron significativamente.
En las masas FLB la actividad antioxidante mostré su maximo valor a las 4 horas de
fermentacidén (5.52 + 0.03 umolET/g) posterior a este tiempo se presentd una
reduccion en los valores mostrando un comportamiento muy similar a masas FLN
incluso alcanzando valores al término del proceso fermentativo menores a los

presentados en las masas sin fermentar (Figura 12).
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Figura 10. Efecto del tiempo de fermentacion acido-lactica

de masas de sorgo sobre el contenido de fenoles totales.
Los valores corresponden al promedio * error estandar (n=8). FLN:
fermentacién acido-lactica natural; FLB: fermentacién acido-lactica por
backslopping. Literales minusculas y mayusculas diferentes para FLB
y FLN respectivamente representan diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05).
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Figura 11. Efecto del tiempo de fermentacion acido-lactica

de masas de sorgo sobre el contenido de acido ferulico. Los
valores corresponden al promedio + error estandar (n=8). FLN:
fermentacion acido-lactica natural; FLB: fermentacion acido-lactica por
backslopping. Literales minusculas y mayusculas diferentes para FLB y
FLN respectivamente representan diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05).
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Figura 12. Efecto del tiempo de fermentacidn acido-lactica
de masas de sorgo sobre la actividad antioxidante. Los
valores corresponden al promedio * error estandar (n=8). FLN:
fermentacion acido-lactica natural; FLB: fermentacion acido-lactica por
backslopping. Literales minusculas y mayusculas diferentes para FLB
y FLN respectivamente representan diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05).
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En los estudios del efecto de la fermentacion sobre el contenido de fenoles totales,
individuales y actividad antioxidante en granos en sorgo (Adebo et al., 2018; Dlamini
et al., 2007; Mohapatra et al., 2019; N.J. Salazar-Loépez et al., 2017) y en otros
cereales como trigo, maiz, quinoa, centeno entre otros (Dordevic et al., 2010; Katina,
Liukkonen, et al., 2007; Kirsi-Helena Liukkonen, Kati Katina, Annika Wilhelmsson,
Olavi Myllymaki, 2003; Salazar-Lopes et al., 2016), se han observado
incrementos/reducciones que se han atribuido a diversos factores, tales como, tipo y
cultivar de sorgo a fermentar, condiciones de fermentacion, tipo de fermentacién entre
otros. Estos factores determinan la naturaleza del metabolismo que se activara por
parte de los microorganismos participantes. En la mayoria de estos estudios los
efectos se cuantifican al final del proceso de fermentacion, dejando cierta
incertidumbre en relacion al comportamiento de estos compuestos a lo largo de la

fermentacion.

De tal manera que, en nuestro estudio, resultd relevante monitorear el contenido de
fenoles, acido ferulico y actividad antioxidante y detectar que en algunos intervalos de
tiempo estas variables respuestas aumentaron mientras que en otros intervalos

disminuyeron.

Fermentacion Alcohodlica con Adicion de Levadura en Masas de

Sorgo

Se llevé a cabo un experimento independiente de fermentacion alcohdlica de masa de
sorgo con y sin levadura afadida y se evaluaron los efectos sobre el contenido de
fenoles totales, acido ferulico y actividad antioxidante a lo largo de ambos procesos

de fermentacion.

En la Figura 13 se observa que las masas sometidas a fermentacion con levadura
(FLEV) presentaron el mayor contenido de fenoles totales comparado con masas de
sorgo sin levadura afiadida (FLEVN). En FLEV el mayor contenido de fenoles totales
se observd desde los 30 min de fermentacion (598.12 + 17.0 ug EAG/Q)

manteniéndose los valores constantes hasta los 120 min, a partir de este tiempo se
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Figura 13. Efecto del tiempo de fermentacion de masas de
sorgo con y sin levadura anadida sobre el contenido de

fenoles totales. Los valores corresponden al promedio + error estandar
(n=8). Literales minusculas y mayusculas diferentes para FLEV y FLEVN
respectivamente representan diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05).
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observo una disminucion en el contenido de fenoles totales, para posteriormente

volver a incrementarse hasta el término del proceso fermentativo.

Un comportamiento similar se presentd en las masas fermentadas de manera natural
(FLEVN) pero en este caso los valores de fenoles totales se mostraron mas bajos
comparados con FLEV, y el maximo contenido se observéo a los 210 min de
fermentacién (514.5.96 + 9.19 yg EAG/g). Tanto en FLEV como en FLEVN, el
contenido de fenoles totales fue mas alto comparado con las masas sin fermentar

siendo el incremento del orden del 58% y 37% para FLEV y FLEVN, respectivamente.

En la Figura 14, se puede observar que el acido ferulico mostré sus valores mas altos
a los 210 min (15.02 £ 0.07 pg/g) y 150 min (14.2 £ 0.13 pg/g) para masas FLEV y
FLEVN, respectivamente. En ambos casos, el contenido de acido ferulico se mostro
mas alto respecto a las masas sin fermentar. La Figura 15 muestra el comportamiento
de la actividad antioxidante durante el proceso de fermentacion, se observé que desde
el inicio del proceso fermentativo la actividad antioxidante redujo significativamente
sus valores para posteriormente mantenerse con valores constantes hasta el término

de la fermentacion.

Existen escasos estudios sobre la evaluacién del efecto de la adicién de levadura
panaria a masas de sorgo sobre el contenido de fenoles totales, acido ferulico y
actividad antioxidante. Algunos estudios han evaluado el efecto de manera conjunta
de la fermentacion acido lactica y alcohdlica sobre el contenido de fenoles totales, en
masas diferentes al sorgo, tal es el caso del estudio presentado por Katina, Liukkonen,
et al., (2007) quienes evaluaron la influencia de las condiciones de fermentacion y tipo
de salvado de centeno (obtenido de granos centeno nativo y sin cascarilla) sobre
compuestos fendlicos, y observaron que el contenido de fenoles totales incrementé
de manera lineal con respecto a la temperatura y tiempo de fermentacion, y que este
incremento fue mas evidente en salvado proveniente de granos de centeno nativo. El
acido ferulico también mostré su mayor concentracion durante la fermentacién de

salvado nativo, a condiciones variables de fermentacion.
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Figura 14. Efecto del tiempo de fermentacion de masas de
sorgo con y sin levadura afiadida sobre el contenido de acido

ferulico. Los valores corresponden al promedio + error estandar (n=8).
FLEVN: fermentacion natural; FLEV: fermentacion con levadura afiadida.
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respectivamente representan diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05).
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antioxidante. Los valores corresponden al promedio + error estandar
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significativa (p<0.05).
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En nuestro estudio en particular, el proceso de fermentacion con levadura afiadida
tuvo una duracién de cuatro horas (240 min) y a temperatura de fermentacién de 36°C,
tratando de simular un proceso de fermentacidén panaria, siendo poco probable que a
este tiempo se haya presentado la fermentacion acido-lactica.

Por otra parte, considerando que el proceso de fermentacion con levadura, no
promueve reducciones en el pH en las masa, se ha reportado que bajo estas
condiciones de fermentacion el acido ferulico puede incrementar su concentracion,
debido a que el pH >7 se considera un valor 6ptimo para la actividad de cinamoil

esterasas (Boskov Hansen et al., 2002).

De acuerdo a Dornez et al. (2006), se ha reportado que cerca del 90% de la actividad
endoxilanasa se origina a partir de microorganismos presentes en la corteza del grano,
por lo tanto, pudiera ser posible una degradacién de las paredes celulares, la cual
pudo haber sido de mayor intensidad si se afiadio levadura al sistema de fermentacion
como fue en el caso de FLEV.

Cabe mencionar, que el incremento en el contenido de fenoles en las masas también
pudo ser atribuido a reacciones de protedlisis por parte del microorganismo, lo que
pudo conducir a liberacion de aminoacidos, compuestos que también pueden dar
positiva la reaccion de Folin. Todos los procesos de fermentacion evaluados
promovieron incremento de fenoles totales y acido ferulico en relacidén con la masa
control. En particular, el proceso de fermentacion por backslopping resultdé ser mas
efectivo en cuanto a incremento de fenoles totales y acido ferulico respecto a la
fermentacidn alcohdlica con adicion de levadura. La adicidn de in6culo y de levadura
a los respectivos procesos fermentativos determiné un incremento en el contenido de

estos componentes con relacidén a su contraparte.

Dado que el presente trabajo no trata sobre un estudio de optimizacion, resulta dificil,
establecer el mejor tiempo y/o tipo de fermentacién para la maxima obtencién de
compuestos fendlicos y acido ferulico. Lo anterior resulta relevante particularmente
porque se presentaron fluctuaciones en los contenidos de fenoles totales y acido

ferulico a lo largo del proceso de fermentacion y en algunos casos, tiempos altos sin
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diferencias significativas. De tal manera que para continuar con el siguiente objetivo
de este estudio se consideraron los valores mas altos de contenido de compuestos

fendlicos y acido ferulico encontrados en las masas (Tabla 5).

Bioaccesibilidad de Fenoles Totales, Acido Fertlico y Actividad
Antioxidante en Galletas Formuladas con Harina de Masas

Fermentadas de Sorgo

Con los resultados obtenidos anteriormente, se procedié a la elaboracion de las
galletas, eligiendo ocho formulaciones, de las cuales, cuatro fueron con harina de
masa de sorgo fermentada con bacterias acido-lacticas y levadura al tiempo que
resulté con mayor contenido de fenoles totales (FLBe n), FLNws n), FLEV(30 min) Yy
FLEVN@210 min) ¥ €n las otras cuatro se uso harina de masa fermentada al tiempo que
resulté con el mayor contenido de acido ferulico (FLB20 n), FLN(12 n), FLEV(210 min) ¥
FLEVN @50 min). Adicionalmente se formularon galletas a partir de masa de sorgo sin

fermentar (GSC) como galleta control.

Tanto a las galletas experimentales como a la galleta control, se les evalud el
contenido de fenoles totales, acido ferulico y actividad antioxidante, esto con el fin de
observar un posible efecto de la formulacion de las galletas con las harinas
provenientes de cada una de las masas fermentadas, asi como también, para usarlos
como referencia en el estudio de la bioaccesibilidad de los fenoles totales y del acido

ferulico.

En la Tabla 6 se muestra el contenido de fenoles totales y acido ferulico en los digestos
de las ocho galletas experimentales, asi como en la galleta control. Los datos
corresponden a los extractos metandlicos antes y después del proceso de digestion

gastrointestinal in vitro.
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Tabla 5. Tiempos de fermentacion en masas de sorgo que mostraron los valores mas
altos de fenoles totales y acido ferulico.

Fenoles Totales Acido Fertlico
Muestra Tiempo MgEAG/g Tiempo Ma/g
SC 0 375+8.1 0 6.66+0.12

Fermentacion Acido-Léctica
FLB 36(h) 700.9+7.6 20(h) 21.240.27
FLN 48(h) 484.7+6.1 12(h) 18.1+0.12
Fermentacion con Levadura
FLEV 30(min) 602.2+17.0 210(min) 15.02+0.07
FLEVN 210(min) 514.5+£9.19 150(min) 14.27+0.13

SC: masa de sorgo control

FLB: fermentacion acido-lactica por backslopping
FLN: fermentacién acido- lactica natural

FLEV: fermentacion alcohdlica con levadura anadida
FLEVN: fermentacion alcohdlica natural
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Tabla 6. Contenido de fenoles totales y acido ferulico en galletas formuladas a partir de harinas de masas fermentadas
de sorgo antes y después del proceso de simulacion de digestion intestinal in vitro.
Fenoles totales Acido Fertlico
Galleta MgEAG/g Ma/g
Fraccién Metandlica

Antes de Digestion Después de Digestion  Antes de Digestion  Después de Digestion

Intestinal Intestinal Intestinal Intestinal
GSC 1174.92+29.19¢ 5385.17+169.48 6.35+0.87¢ 0.22+0.02¢
Fermentacion Acido-Lactica
GFLB (36 h) 985.2+33.71°€ 6371.5+182.9A 25.90+0.757 1.41+0.168
GFLB (20 h) 1029.19+33.71°€ 5562.8+149.48 22.30+0.1078 1.62+0.004 A
GFLN @sgn) 1344.12+26.114A 7149.8+149 .4A 26.97+1.70° 1.59+0.21A
GFLN (12 ny 1126.10+26.118 7194.4+169.4A 24.12+3.647 1.60+0.27A
Fermentacién con Levadura
GFLEV (30 min) 1130.5+32.948 5870.4+156.078 13.11+2.258 1.13+0.17A
GFLEV (210 min) 1322.2+30.54 6511.9 +156.07 22.74+1.41A 0.76+0.06"8
GFLEVN (210 min) 926.3+48.9¢ 6854.5+156.07A 22.69+1.56A 1.11+0.08A
GFLEVN (150 min) 1000.45+48.68C 5354.1+168.58 25.56+3.87A 1.16+0.02AB

Los valores corresponden a la media * error estandar (n=8). Medias con superindices diferentes por columna y para cada tipo de
fermentacién son estadisticamente diferentes (p<0.05). GSC: galleta formulada con harina de masa de sorgo sin fermentar; GFLBon) ¥y
GFLBss h): galletas formuladas a partir de harina de masa de sorgo sometida a fermentacion acido-lactica por la técnica de backslopping por
20 y 36 horas, respectivamente. GFLN@2n) y GFLNws hy: galletas formuladas con harina de masa de sorgo sometida a fermentacion natural
por 12 y 48 horas, respectivamente. GFLEV 30 min) Yy GFLEV 210 min): galletas formuladas con harina de masa de sorgo sometida a fermentacion
alcohdlica con levadura anadida por 30 y 210 minutos, respectivamente. GFLEVN1s0 min) y GFLEVN@210 min): galletas formuladas con harina
de masa de sorgo sometida a fermentacion alcohdlica natural por 210 y 150 minutos, respectivamente
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De acuerdo con estos resultados, cabe resaltar primeramente que en todas las
galletas analizadas (antes de la digestidén intestinal) se observd un incremento
considerable en el contenido de fenoles totales y acido ferulico al comparar con el
contenido reportado en sus respectivas masas (Ver Tabla 5), pudiendo sugerir que el

proceso de horneado favorecio la liberacion y/o formacién de estos compuestos.

El contenido de fenoles totales y acido ferulico en las galletas experimentales del
grupo GFLB (antes de la digestion intestinal), no mostraron diferencias significativas
en el contenido de fenoles totales comparado con las galletas control (GSC) (p>0.05).
Las galletas GFLN, presentaron valores mas altos de fenoles totales comparando con
GFLB y GSC, siendo la GFLN @sn) la que mostré un mayor contenido en fenoles totales
(1344.12 £ 26 yg EAG/g) superando con un 30% a las galletas GSC.

En el caso de galletas formuladas con harina de masas fermentadas con levadura
(GFLEV), a 30 min y 210 min de fermentacidn, mostraron valores superiores (10-15%)
comparado con GSC. La inclusion de harinas de masa fermentada por proceso natural
en la formulacién de las galletas no afecto el contenido de fenoles totales mostrandose

estadisticamente iguales (p>0.05) a los presentados por las GSC.

El contenido de acido ferulico se incrementé de manera significativa en todas las
galletas experimentales. Los valores de acido ferulico oscilaron en el rango de 22.30
+ 0.10 pg/g hasta 26.97 + 1.70 pg/g. Estos contenidos superaron con alrededor del
250% a lo cuantificado en GSC.

Para las galletas formuladas con harina de masa fermentada con levadura, y a
excepcion de GFLEV (30 min), €l contenido de acido ferulico fue significativamente mas
alto en GFLEV (210 min), GFLEVN 210 min), GFLEVN (150 min), cOmparado con respecto a
GSC.

Durante el proceso de horneado se presenta la posibilidad de reaccion de grupos
amino libres de lisina, péptidos ¢ proteinas con grupos carbonilos de carbohidratos
reductores por medio de la reaccion de Maillard. Siendo la reaccion de Maillard un
evento sumamente complejo basado en una serie de reacciones es posible

simplificarla en tres etapas: inicial, intermedia y avanzada. en cada etapa se forman
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diferentes estructuras quimicas. Durante el proceso de horneado en cereales ha sido
estudiada la produccion de furosina como un producto inicial de la reaccion de
Maillard, posteriormente conforme la reaccion avanza se obtienen compuestos mas
complejos denominados MRPs (Maillard reaction products), los cuales se caracterizan
por ser fluorescentes y con cierto grado de entrecruzamiento. Las melanoidinas son
los productos finales de la reaccion de Maillard (Delgado-Andrade, Rufian-Henares, &
Morales, 2005; Silvan et al., 2011). Los productos de la reacciéon de Maillard se
presentan durante el proceso de horneado, y esto desde el punto de vista tecnolégico
induce a cambios positivos en el producto final tales como mejoramiento del color,
sabor y textura. Sin embargo, existe muy poca informacion en relacion a la
contribucion de estos productos de la reaccion de Maillard al potencial biolégico de los

productos.

Un estudio llevado a cabo por Michalska, Amigo-Benavent, Zielinski, & del Castillo,
(2008), atribuy6 el incremento de fenoles totales en panes formulados a partir de
harina de centeno a los productos de la reaccion de Maillard. Lo anterior debido a que

estos productos dan positivo a la reaccién de Folin Ciocalteu.

No obstante, también es posible que otros eventos atribuidos al tratamiento térmico
ademas de las reacciones de Maillard hayan contribuido al incremento de fenoles
totales y acido ferulico, tal es el caso del estudio reportado por Dewanto, Wu, & Liu
(2002), quienes estudiaron el efecto del proceso de coccion de maiz dulce sobre el
contenido de fenoles totales libres y acido ferulico. Encontraron que a una temperatura
de coccion de 121°C/25 min, se incrementaron los fenoles totales y acido ferulico en
su forma libre en la medida que disminuyeron en su fraccion ligada, comparado con

maiz sin procesamiento.

Hithamani & Srinivasan. (2014) llevaron a cabo un estudio sobre los efectos de la
aplicacion de tratamientos térmicos en sorgo sobre compuestos fendlicos.
Tratamientos térmicos como el rostizado, cocimiento a presion, coccion sin presion y
calentamiento por microondas, promovieron incrementos significativos de acido

ferulico, mientras que solo el rostizado (150°C/20 min) promovié hasta un 50% de
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incremento de fenoles totales. Los incrementos fueron atribuidos a la liberacidon de
fenoles ligados de la pared celular, degradacion de polifenoles conjugados e
incrementando la extractabilidad de los fenoles posterior al rostizado. Este tipo de
tratamientos junto con el horneado caen dentro del grupo de tratamientos térmicos en
ausencia de agua, en donde se ha sugerido que ademas de los productos de la
reaccion de Maillard que contribuyen al incremento de compuestos fendlicos, también
es posible que se presente ruptura de la paredes celulares durante el horneado

contribuyan a este efecto (Michalska et al., 2008).

La extraccion metandlica como parte del proceso metodolégico previo a la
cuantificacion de fenoles totales y acido ferulico permite bajo las condiciones
establecidas extraer la mayor cantidad de fenoles totales y acido ferulico en su forma
libre, es decir en la forma quimica en la que pueden estos compuestos estar

accesibles en el alimento.

No obstante, es relevante mencionar que los valores reportados como fraccion
metandlica (antes de la digestion), no necesariamente van a ser el reflejo de lo que
pueda suceder cuando este producto es sometido a un proceso de digestidon
gastrointestinal, ya que las condiciones digestivas ejercen otro tipo de reacciones muy
diferentes a las que se presentan en una extraccidén quimica, lo que puede conducir a
que los compuestos fendlicos que se encontraban accesibles en la matriz alimentaria
ya no sean detectados, posiblemente atribuido a degradacion de los mismos o

interaccidn con otros componentes que impidan su liberacién.

Por otro lado, es posible también que las condiciones de digestion puedan favorecer
de manera significativa la liberacion de compuestos fendlicos, es decir que los
procesos enzimaticos y cambios de pH puedan promover liberacion de compuestos
fendlicos que en la muestra antes de la digestién se encontraban ligados o conjugados

o atrapados fisicamente en la matriz alimentaria.

De acuerdo con lo anterior, para este estudio se evalu6 el efecto del proceso de
digestion gastrointestinal in vitro de 1 g de cada una de las galletas sobre el contenido

de fenoles totales, acido ferulico y actividad antioxidante. Cabe mencionar que el
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ensayo completo de digestion gastrointestinal fue con la finalidad de obtener digestos
intestinales, los cuales son considerados los de mayor interés, dado que es en esta
etapa de la digestion en donde se presenta la maxima absorcion de los productos de
la digestion de alimentos (Shahidi & Peng, 2018).

En la Tabla 6, se muestra que el proceso de digestion intestinal promovié cambios
importantes en el contenido de fenoles totales y acido ferulico presentes en las
galletas, particularmente, los fenoles totales se incrementaron de manera significativa

en los digestos de las galletas experimentales incluyendo la galleta control.

El contenido de fenoles totales en los digestos de galletas formuladas con harinas de
masas de sorgo fermentadas a 36 h, 48 h y 12 h se mostr6é mas alto que el encontrado
en digesto de la GSC.

En los digestos de las galletas formuladas con harina de masa fermentada con
levadura, se observé que la GFLEV 210 min) mostré los valores mas altos de fenoles
totales (6511.9 + 156.0 yg EAG/g) incrementando hasta un 18% respecto a la GSC,
mientras que en los digestos del grupo de las galletas fermentadas sin levadura las
muestras GFLEVN (210 min) fue la que presento el valor mas alto de fenoles totales
(6854.5 £ 156.07 ug EAG/g) con un incremento del 25% respecto a la GSC.

El contenido de acido ferulico presente en los digestos de las galletas evaluadas
mostré una drastica reduccion respecto a las muestras antes de la digestion. Sin
embargo, el contenido de acido ferulico fue significativamente mas alto en todos los
digestos de las las galletas experimentales comparando con GSC, observandose los

valores mas altos en digestos de galletas GFLB 20n) y en GFLN (48n) Yy GFLN (12 ).

Es conocido que el tipo de alimento y procesamiento son dos de los principales
factores que afectan el tipo y cantidad de compuestos fendlicos en alimentos. Una
vez ingeridos, los efectos saludables derivados de los compuestos fendlicos
dependen del grado en que son liberados de la matriz, absorbidos en el tracto
gastrointestinal y disponibles para el metabolismo. La bioaccesibilidad es la fraccion
del compuesto que es liberado de la matriz durante la digestion y que esta disponible

para la absorcion en el intestino delgado (Ribas-Agusti et al,. 2018).
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El calculo de la bioaccesibilidad en términos de porcentaje puede resultar un
indicador de la cantidad de un compuesto bioactivo que puede potencialmente ser
absorbido en el intestino (Alminger et al 2014). Particularmente cuando las
concentraciones de compuestos fendlicos presentes en la matriz alimentaria previo
a la digestion son diferentes para cada muestra evaluada, como lo es en el caso de
nuestro estudio, es necesario uniformizar los valores en términos de porcentaje, de
tal manera que las concentraciones tanto de fenoles totales como de acido ferulico,
asi como, la de actividad antioxidante presentes en la muestra original son tomadas
como el 100% es decir el maximo porcentaje que se puede extraer de estos

componentes en su forma libre.

En la Figura 16 se muestran los resultados de bioaccesibilidad in vitro de los fenoles
totales presentes tanto en las galletas GSC como en las experimentales, se observa
primeramente que todas las galletas evaluadas incluyendo la GSC superaron el
100% de bioaccesibilidad de fenoles totales, es decir que el proceso de digestion
gastrointestinal promovio la liberacion de estos compuestos en un porcentaje mayor

al reportado en las muestras antes de la digestion.

En cuanto al efecto de la inclusion en la formulacién de harinas de masas de sorgo
sometidas a fermentacion acido-lactica se observo que estas galletas superaron el
porcentaje de bioaccesibilidad de las galletas control (GSC). Las galletas GFLB (36 n)
y GFLN (12 ny mostraron los mayores porcentajes de bioaccesibilidad de fenoles
totales (646.0% y 638.0% respectivamente). Por otra parte, en el grupo de galletas
formuladas con masas fermentadas con y sin levadura, se observd un incremento
menor en el porcentaje de bioaccesibilidad a excepcién de GFLEVN (210 min) que

presentd los mas altos valores de bioaccesibilidad para todas las galletas evaluadas.

Con relacion a la bioaccesibilidad de acido ferulico en galletas es posible observar
en primer término que ninguna de las galletas formuladas con FLB y FLN asi como
tampoco la galleta control lograron superar el 100% de bioaccesibilidad de acido

ferulico comparado con las galletas antes del proceso de digestion (Figura 17).
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Figura 16. Bioaccesibilidad (%) de los fenoles totales de
las galletas formuladas con harina de masas sometidas a

diferentes procesos fermentativos.
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Figura 17. Bioaccesibilidad (%) del acido ferulico
presente en galletas formuladas con masas sometidas a
diferentes procesos fermentativos.
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No obstante, los valores bajos de bioaccesibilidad, se observé un efecto positivo en
cuanto a que las galletas formuladas con las harinas de masas fermentadas por
backslopping o natural, mostraron valores mas altos de bioaccesibilidad respecto a
la galleta control. Similares resultados se presentaron en las galletas FLEV y FLEVN,
pero e menor magnitud a excepcion de la galleta GFLEV (30 min) que mostré las mas

alta bioaccesibilidad respecto al resto de las galletas evaluadas.

Un mecanismo presumible para el aumento inducido por la fermentacion en la
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos pudiera ser que las enzimas degradantes
presentes tanto en los granos como en los microorganismos dieron como resultado la
descomposicién estructural de la matriz de la pared celular, lo que aumenté la
accesibilidad de los compuestos fendlicos unidos y conjugados al ataque enzimatico
(Dordevi¢ et al. 2010). Ademas, la sintesis o transformacion enzimatica de varios
compuestos bioactivos puede ocurrir durante los procesos de fermentacion (Katina,
Liukkonen, et al. 2007). Los efectos de la fermentacion sobre los compuestos fendlicos
dependen principalmente de los tipos de granos (Dordevic et al., 2010), especies de
microorganismos (Dordevi¢ et al., 2010; Kariluoto et al., 2006; Katina, Laitila, et al.,
2007) y las condiciones de fermentacién, en particular la temperatura, el pH y el tiempo
(Boskov Hansen et al. 2002).

Bioaccesibilidad de la Actividad Antioxidante

Los compuestos bioactivos como los fenoles ejercen diferentes efectos en beneficio
de la salud humana, los mecanismos a los que pueden atribuirse estos efectos van
desde actividad antimutagénica, anticancerigena, antiinflamatoria entre otros. Uno de
los mecanismos mas ampliamente estudiados es la actividad antioxidante, es decir la
capacidad que presentan para donar un atomo de hidrogeno o un electrén a un radical
libre y con esto inhibir la oxidacion de sustratos oxidables de importancia biologica
como lipidos, proteinas, carbohidratos y DNA. Es importante destacar que no son los
compuestos fendlicos presentes en una matriz alimentaria los unicos que pueden

ejercer actividad antioxidante, dependiendo de la naturaleza del alimento, pueden
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estar involucrados en este mecanismo algunas vitaminas (Vitamina E y C), carotenos,
incluso algunas proteinas y/o aminoacidos, lo cual en su conjunto es lo que se

determina como actividad antioxidante en el alimento.

De lo anterior, es o surge el interés por evaluar la actividad antioxidante presente en
digestos intestinales de galletas formuladas con harinas de masas de sorgo
fermentadas. En la Tabla 7, se observan los resultados de la actividad antioxidante
evaluada en las galletas antes y después del proceso de digestién para las galletas
experimentales y control. Se destaca primeramente el incremento de la actividad
antioxidante en los digestos de las galletas respecto a su actividad en las muestras

antes de la digestion a excepcion de GFLB (ash).

La bioaccesibilidad de la actividad antioxidante presente en las galletas se determiné
de la misma manera que la determinada para fenoles totales y acido ferulico, es decir
que el valor de actividad antioxidante encontrado en las muestras de galletas antes de
la digestion se considerd como el 100%. De tal manera que se observo que las galletas
formuladas con masas sometidas a fermentacién acido-lactica presentaron valores de
bioaccesibilidad superiores a 100% a excepcion de GFLBa4sh) y también estos valores
fueron superiores a la presentada por galletas control. En las galletas formuladas con
masas fermentada con levadura, si bien los porcentajes de bioaccesibilidad todas

superaron el 100%, ninguna logré superar a las galletas control (177%).

Un aspecto relevante fue que se observo una cierta asociacion entre los valores de
bioaccesibilidad de fenoles totales y actividad antioxidante, o que viene a sugerir que
la actividad antioxidante bioaccesible puede ser atribuida en parte a la presencia de

los compuestos fendlicos presentes en los digestos.

Diversos estudios han demostrado que el aplicar algun tipo de procedimiento
tecnolégico a la matriz alimentaria, puede modificar el contenido de compuestos
bioactivos como los fenoles, sin embargo una vez que la matriz alimentaria es
sometida a proceso de digestion gastrointestinal, este contenido puede variar de
manera significativa primero por las condiciones de la digestion (pH, enzimas) luego

por las posibles interacciones entre los diferentes componentes de la matriz
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alimentaria promoviéndose ya sea la pérdida o aumento de estos compuestos.
(Dordevic¢ et al. 2010; Kariluoto et al. 2006; Katina, Liukkonen, et al. 2007).

Tabla 7. Bioaccesibilidad de actividad antioxidante en galletas
formuladas de masas de sorgo sometidas a diferentes
procesos fermentativos.

Actividad Antioxidante

UMET/g B (%)
Fraccion metandlica
Antes de Después de
la Digestion la Digestion
GSC 2.39+0.02 4 4.25 +0.48"8 177
Fermentacion Acido-Lactica
GFLB (36 h) 1.16 + 0.098 5.38 + 0.59* 463
GFLB (20 ) 2.39+0.03*  4.770.59"8 199
GFLN @4sgn) 1.53 +0.198 0.90 +0.07¢ 58
GFLN (12 0.84 +0.07¢ 1.88 £ 0.22°¢ 223
Fermentacién con Levadura
GSC 2.39+0.02 4 4.25+0.48 A 177
GFLEV (30 min) 2.05+0.21°8 3.25+0.418 158
GFLEV (210 min) 2.39+0.054 2.91 £ 0.098 121

GFLEVN (210 min) 1.04+£0.12°¢ 1.69 + 0.09¢ 162
GFLEVN (150miny 1.52+0.17¢ 219 +0.27® 144

Los valores corresponden a la media + error estandar (n=8). Medias con
superindices diferentes por columna y para cada tipo de fermentacion son
estadisticamente diferentes (p<0.05). B (%): Porcentaje de
bioaccesibilidad calculado como la actividad antioxidante medida en
digesto intestinal de cada una de las galletas en relacién a la actividad
antioxidante medida en las galletas antes de la digestion tomado como el
100%.
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Evaluacidon Sensorial de las Galletas Experimentales

De acuerdo con los resultados anteriores y asumiendo que compuestos bioactivos
como los fenoles totales pueden contribuir de manera significativa a la actividad
antioxidante fueron seleccionadas para la prueba de consumidores cuatro galletas,
dos de cada grupo y en funcion del maximo valor de fenoles totales y actividad
antioxidante presentes en las galletas antes de la digestion. De tal manera que los
panelistas evaluaron las siguientes galletas: GFLB (20 n), GFLN (48 n), GFLEV (210 min) ¥
GFLEVN (150 min), incluyendo ademas la galleta control (GSC).

Los resultados del efecto de la fermentacién acido-lactica en la aceptacion sensorial
(Figura 18), indicaron que ninguna de las galletas obtuvo la calificacion maxima (7: me
gusta mucho) en ninguno de los atributos evaluados. Este resultado se presenta de
manera comun en diversos estudios en donde se utilizan escalas hedonicas para la
evaluacion de atributos sensoriales (Chizoba, 2014; Nasir et al. 2010) en donde se ha
observado que los panelistas pueden mostrar un cierto rechazo hacia los valores
extremos. Se observa que las galletas con mayor aceptacion en los atributos de color,
olor y textura fueron las GSC y GFLN @s n) (p>0.05). El atributo de sabor fue el que
determind la aceptabilidad general de estas galletas, ya que GFLN @sn) presenté menor
calificacién en sabor (p<0.05) respecto a GSC reflejandose en una aceptabilidad

general mas baja.

Las GFLB (20 n) fueron las que mostraron calificaciones mas bajas de aceptabilidad
general, afectada significativamente por el atributo de sabor, el cual recibid
calificaciones menores a 4. Las muestras GFN (4sn) recibieron calificaciones similares
a la GSC en los atributos de color, olor y textura (p>0.05); sin embargo, nuevamente
fue el sabor el atributo que recibié menor calificacion, pero cercanos a valor de 5 (me

gusta).
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Escala Hedénica

color olor textura sabor aceptabilidad
general
Atributo sensorial

Figura 18. Prueba de aceptabilidad de atributos sensoriales en
galletas formuladas a partir de masas de sorgo sometidas a

fermentacion acido-lactica. Los valores corresponden al promedio de las
calificaciones de 98 panelistas no entrenados. Subindices diferentes sobre
las barras para cada atributo sensorial son estadisticamente significativos
(p<0.05)
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En la Figura 19 se observan las calificaciones otorgadas por los panelistas a las
galletas formuladas con masas de sorgo fermentadas con y sin levadura anadida. Los
panelistas otorgaron la mayor calificacion a las GSC en todos los atributos a excepcion

del color que no mostro diferencia estadistica entre las tres galletas evaluadas.

La prueba de intencion de compra de parte de los panelistas demostré que la GSC
obtuvo el mayor porcentaje de respuesta positiva a la compra (85%) mientras que la
GFLB (20 n) fue la que obtuvo el menor porcentaje de intencion de compra de parte de
los panelistas (31%) (Figura 20). Estos resultados coinciden con el indice de

aceptabilidad de las galletas (Tabla 8).

Resultados similares a los encontrados en este estudio fueron reportados por
Chiremba, Taylor, & Duodu. (2009), quienes evaluaron la calidad sensorial de galletas
elaboradas con distintos cultivares de sorgo y a distintas proporciones de extraccion
de harina, ellos encontraron una buena aceptacion comparada con galleta de harina
de trigo, no obstante es importante resaltar que en este estudio las harinas de sorgo
utilizadas contenian un porcentaje muy bajo de salvado comparada con las harinas
integrales utilizadas en nuestro estudio y que se reflejé en un incremento importante

en el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante.

Por otra parte, en un estudio de evaluacion sensorial de galletas formuladas con
harinas de masas fermentadas con levadura fueron calificados los atributos de sabor,
olor y textura no siendo del agrado de los panelistas, y que de acuerdo a sus
comentarios, tenian un sabor y olor caracteristico a una fermentacién y también una

palatibidad no agradable por su textura granulosa Valenzuela-Gutiérrez (2017).
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Figura 19. Prueba de aceptabilidad de atributos
sensoriales en galletas formuladas a partir de masas de
sorgo sometidas a fermentacion alcohdlica. Los valores
corresponden al promedio de las calificaciones de 98 panelistas no
entrenados. Subindices diferentes sobre las barras para cada
atributo sensorial son estadisticamente significativos (p<0.05)
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Tabla 8. indice de aceptabilidad de galletas formuladas a partir de
masas fermentadas de sorgo’

Galleta indice de Aceptabilidad (%)
GSC 86
GFLB (20 ) 58
GFLN (s n) 75
GFLEV (210 min) 73
GFLEVN (150 min) 73

' El indice de aceptabilidad calculado a partir del promedio de la calificacion
obtenida para el atributo de aceptabilidad general de cada una de las galletas
evaluadas x 100 y dividido entre la calificacion mas alta establecida por la escala
hedénica.
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CONCLUSIONES

Los procesos fermentativos incrementan de manera significativa el contenido de
fenoles totales y acido ferulico comparado con las masas sin fermentar,
correspondiendo los valores mas altos a las masas tratadas por fermentacion acido-

lactica (backslopping) y alcohdlica (levadura afiadida).

Comparado con las fermentaciones naturales (FLN y FLEVN), las fermentaciones con
inéculo afnadido (backslopping y levadura afiadida) requieren de un menor tiempo de
fermentacidn de las masas para obtener los valores mas altos de fenoles totales, asi
como un mayor tiempo de fermentacién para alcanzar el mayor contenido de acido

ferulico.

Las galletas formuladas con harina de masas fermentadas por backslopping
promueven una mayor bioaccesibilidad de fenoles totales comparadas con las galletas

formuladas con masa fermentada por levadura.

La bioaccesibilidad del acido ferulico fue severamente afectada en todas las galletas
dado que no se alcanzaron los porcentajes iniciales de este acido fendlico antes de la
digestion. No obstante, los tratamientos de las diferentes fermentaciones si pudieron
aumentar la bioaccesibilidad de acido ferulico para todas las galletas experimentales

ya que todos los valores siempre fueron mas altos comparados con la galleta control.

La bioaccesibilidad de la actividad antioxidante de las galletas super6 a la galleta

control a excepcion de las galletas GFLB ash).

En lo que respecta a los atributos sensoriales de las galletas formuladas con las
distintas masas fermentadas, ninguna de las galletas experimentales logro superar la
aceptabilidad general alcanzada por la galleta control; sin embargo, a excepcion de
GFLN @4sn) todas las galletas lograron superar la minima calificacion de aceptacion

general, coincidiendo con la intencion de compra e indice de aceptabilidad.
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