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RESUMEN 

 

 

El pan tradicional alto en fibra y micronutrientes, se transformó en un ultraprocesado de 

harina blanca baja en fibra, con exceso de azúcares y aditivos. Para mantener el equilibrio de una 

microbiota saludable, se requiere la fermentación colónica de la fibra. El objetivo de este estudio 

fue investigar los efectos del residuo fibroso de una mezcla óptima para panificación de harinas de 

trigo, amaranto y camote naranja, en la microbiota y sus metabolitos, durante la fermentación. Se 

reclutaron 10 participantes y de acuerdo con su dieta, se formaron en dos grupos: 5 con patrón 

dietario saludable y 5 ultraprocesado. Se procesaron camote naranja y amaranto reventado, para 

obtener harinas; se formuló una mezcla compuesta con harinas de trigo (68.7%), amaranto (22.7%) 

y camote (8.6%), el referente fue la de trigo (100%). Después de su digestión gastrointestinal in 

vitro, con enzimas proteolíticas y amilolíticas, se obtuvieron dos residuos fibrosos: uno de harina 

de trigo (HT) y otro de harina compuesta (HC), para usarse como sustrato en la fermentación in 

vitro por acción de la microbiota en las heces, por patrón dietario. Se tomaron alícuotas de cada 

fermentación a las 0, 12 y 24 h, para cuantificar Bacteroides, Prevotella y Ruminococcus bromii 

por qPCR y los metabolitos por cromatografía líquida de alta resolución. En general, el efecto de 

la fuente de fibra en las bacterias analizadas fue el mismo, presentaron valores más altos a las 12 h 

de fermentación, respecto a 24 h. Por su parte Bacteroides aumentó significativamente (p<0.05) en 

los dos patrones dietarios independientemente del residuo fibroso, sobre todo del patrón 

ultraprocesado; en cambio, Prevotella fue significativamente (p<0.05) menor en este patrón 

dietario comparado con el saludable. Ruminococcus bromii, permaneció muy bajo en ambos 

patrones dietarios. En cuanto a los metabolitos producidos evaluados como aminoácidos, los de 

cadena ramificada y lisina aumentaron a las 12 h de fermentación, sobre todo a partir del residuo 

fibroso HC. La producción de aminoácidos indispensables, tanto por hidrólisis proteica o por 

síntesis de la microbiota a partir de la fibra y compuestos bioactivos en HC, complementan la 

calidad nutricia de esta mezcla para panificación, previamente probada en cuanto a proteína e 

índice glicémico. 

 

Palabras clave: Harinas para Panificación, Fibra, Microbiota, Metabolitos  
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ABSTRACT 

 

 

The traditional bread high in fiber and micronutrients was transformed into an ultra-

processed low-fiber white bread, with excess sugars and additives. To maintain the balance of a 

healthy microbiota, colonic fermentation of fiber is required. The objective of this study was to 

investigate the effects of the fibrous residue of an optimal mixture for bread making of wheat, 

amaranth and sweet potato flours, on the microbiota and its metabolites, during fermentation. Ten 

participants were recruited and according to their diet, they were formed into two groups: 5 with a 

healthy dietary pattern and 5 ultra-processed. Orange sweet potato and popped amaranth were 

processed to obtain flours; a mixture of wheat flours (68.7%), amaranth (22.7%) and sweet potato 

(8.6%) was formulated, the reference was that of wheat (100%). After its gastrointestinal digestion 

in vitro, with proteolytic and amylolytic enzymes, two fibrous residues were obtained: one from 

wheat flour (HT) and the other from composite flour (HC), to be used as a substrate in in vitro 

fermentation by the action of the microbiota in feces, by dietary pattern. Aliquots of each 

fermentation were taken at 0, 12 and 24 h, to quantify Bacteroides, Prevotella and Ruminococcus 

bromii by qPCR and the metabolites by high-performance liquid chromatography. In general, the 

effect of the fiber source in the bacteria analyzed was the same, they presented higher values at 12 

h of fermentation, compared to 24 h. On the other hand, Bacteroides increased significantly (p 

<0.05) in the two dietary patterns independently of the fibrous residue, especially the ultra-

processed pattern; on the other hand, Prevotella was significantly (p <0.05) lower in this dietary 

pattern compared to the healthy one. Ruminococcus bromii, remained very low in both dietary 

patterns. Regarding the metabolites produced evaluated as amino acids, those of the branched chain 

and lysine increased at 12 h of fermentation, especially from the fibrous residue HC. The 

production of essential amino acids, either by protein hydrolysis or by synthesis of the microbiota 

from fiber and bioactive compounds in HC, complement the nutritional quality of this mixture for 

baking, previously tested in terms of protein and glycemic index.  

 

Key words: Bakery Flours, Fiber, Microbiota, Metabolites 

 

 



12 

1. INTRODUCCIÓN 

 

 

La fibra dietaria se define como las partes comestibles de las plantas o carbohidratos 

análogos que son resistentes a la digestión y absorción, con fermentación completa o parcial en el 

colon, que promueven efectos fisiológicos benéficos (AACC International, 2001).  

 

A lo largo de la historia de la humanidad, la fibra estaba incluida en forma natural en los alimentos 

de origen vegetal, que se consumían frescos o muy poco procesados. Desde los inicios de la 

Revolución Industrial, en la segunda parte del siglo XVIII, con el refinamiento de las harinas fue 

disminuyendo la ingestión de fibra. Así llegamos a niveles muy lejanos del requerimiento, en el 

presente siglo (Arroyo, 2008). Por la insistencia en aumentar el consumo de fibra, la industria de 

los alimentos hace actualmente esfuerzos para incluirla en los alimentos ultraprocesados (Fardet, 

2018), pero poco se hace para aumentar naturalmente su ingestión. 

 

Además de la adición muy socorrida, de salvado de trigo al pan tradicional, se puede enriquecer 

con fibra y compuestos antioxidantes la harina de trigo sustituyéndola parcialmente con harinas de 

amaranto y camote, alimentos ancestrales en la dieta mexicana. Así, se optimizó una mezcla de 

esta harina compuesta y se preparó pan de caja, con éxito (Calderón de la Barca et al., 2019). 

Aunque se cuantificó el contenido total de fibra en el pan producido, no se evaluó su efecto en la 

nutrición humana. 

 

En este contexto, el propósito de esta tesis fue investigar el efecto de la fermentación 

gastrointestinal después de digerir in vitro, sobre la microbiota y sus metabolitos, de la fibra en 

harinas de trigo, amaranto y camote naranja, en proporciones óptimas para panificación. 
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 

 

 

2.1. Fibra, Tipos y Composición 

 

 

La fibra se clasifica según su solubilidad en agua como soluble o insoluble. Esto es importante para 

entender su función en el tracto gastrointestinal, cuyo fluido es acuoso. La fibra soluble tiene la 

capacidad de absorber agua formando una solución viscosa, propiedad que es la resistencia al flujo 

cuando se aplica un esfuerzo de corte, puede variar dependiendo de la estructura de los polímeros 

que conforman la solución (Vilcanqui-Pérez y Vílchez-Perales, 2017). Esta característica es 

relevante fisiológicamente debido a que está involucrada en la cinética y absorción de nutrientes 

en el intestino delgado (Jovanovski et al., 2020). 

 

La fibra soluble incluye pectina, mucílago, gomas, β-glucanos, fructanos, y algunos almidones 

resistentes. Son compuestos que se encuentran principalmente en frutas, verduras, legumbres y 

cereales como avena y cebada (Soliman, 2019).  

 

La fibra insoluble retiene poca agua en su matriz estructural generando poca viscosidad (McRorie 

y Mckeown, 2017); son ejemplos de este tipo, la hemicelulosa, celulosa y lignina. Su principal 

fuente alimentaria son granos integrales, trigo, salvado, nueces y semillas, así como algunas frutas 

y verduras (Soliman, 2019). 

 

Otro tipo de fibra es la funcional, que consiste en carbohidratos no digeribles, aislados, extraídos o 

sintetizados en el laboratorio y que pueden tener efectos benéficos en la salud (McRorie y 

Mckeown, 2017). Las fibras funcionales abarcan β-glucanos, celulosa, quitinas, fructanos, gomas, 

lignina, pectina, polidextrosa, entre otros (Soliman, 2019); se añaden a los alimentos durante el 

procesamiento industrial.  

 

La fibra dietaria puede ser parcial o totalmente fermentable o no fermentable. Este es un proceso 

que se lleva a cabo por las bacterias del colon en condiciones anaeróbicas, mediante sus enzimas 
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capaces de hidrolizar oligo- y polisacáridos. Dicho proceso es fundamental, dando como resultado 

el desarrollo de bacterias, que ayudan a mantener la integridad de las células epiteliales y la 

producción de metabolitos (García Pérez et al., 2002).  

 

 

2.1.1. Acción de la Fibra  

 

 

El mecanismo de acción de la fibra depende de su tipo. Las diversas propiedades tendrán efectos 

fisiológicos y metabólicos dependiendo del grado de solubilidad, capacidad para unir moléculas 

orgánicas e inorgánicas y tipo de fermentación (Vilcanqui-Pérez y Vílchez-Perales, 2017).  

 

El efecto del consumo de fibra abarca todas las funciones digestivas desde la masticación hasta la 

evacuación de heces. La fibra soluble como solución viscosa, retarda el vaciamiento gástrico y 

aumenta el volumen del bolo alimenticio, induciendo sensación de saciedad (Escudero Álvarez y 

González Sánchez, 2006). Además, dentro de la estructura de dicha solución quedan atrapadas 

diversas moléculas como lípidos, glucosa, proteínas y agentes tóxicos, lo que impide el acceso de 

las enzimas para su efectiva digestión. Así se limita su proximidad al enterocito y por tanto, la 

absorción. A esto se debe que disminuyan las concentraciones séricas de lípidos y glucosa, y se 

excreten en las heces (Axelrod y Saps, 2018).  

 

La fibra insoluble pasa por el tracto digestivo hasta el intestino grueso, en donde puede ser parcial 

o totalmente fermentada; esto, disminuye el tiempo de tránsito y aumenta el volumen fecal. Se 

recomienda su consumo para disminuir el riesgo a desarrollar cáncer de colon, esto porque reduce 

la concentración y el tiempo de contacto con potenciales agentes, que puedan inducir neoplasia 

(Ocvirk et al., 2019). Hay también fibra insoluble no fermentable, que atrapa agua en el intestino 

y provoca la evacuación (Escudero Álvarez y González Sánchez, 2006). 

 

Debido a sus efectos, se sugiere la fibra insoluble en el tratamiento de algunos problemas 

gastrointestinales como el estreñimiento. Es común en este tipo de problemas, recomendar la 

ingestión de salvado de trigo; Sin embargo, su mecanismo podría resultar contraproducente. Tal 
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fuente de fibra, no absorbe agua, sino que debido al tamaño y forma de sus partículas, tiene efecto 

irritante sobre la mucosa del intestino grueso, propiciando la secreción de agua y concluyendo en 

un efecto laxante (McRorie y Mckeown, 2017). Esto no favorece a niños y adolescentes, ya que se 

pierden los micronutrimentos que se lleva la fibra a las heces; tampoco favorece a las personas con 

colon irritable porque exacerba la inflamación de la mucosa intestinal (Eswaran et al., 2013). 

 

De acuerdo con las propiedades estructurales y especificas de la fibra, puede ser fermentable o no 

fermentable. La fermentación, se lleva a cabo por las bacterias del colon. Entre más soluble, es más 

fermentable, y por lo tanto actúa como prebiótico estimulando el crecimiento selectivo de bacterias, 

contribuyendo a los beneficios en la salud (Vilcanqui-Pérez y Vílchez-Perales, 2017).  

 

Independientemente de si el tipo de fibra tiene o no efecto probiótico, toda la fibra dietaria tiene 

una influencia muy marcada sobre la conformación de la Microbiota intestinal, que varía de 

acuerdo a diversos factores, principalmente la dieta (Williams et al., 2017). De acuerdo a Axelrod 

y Saps (2018), son excepciones de tal influencia la lignina, polifenoles y carotenoides. Sin 

embargo, un estudio pionero de microbiota y dieta, parece contradecir dicha afirmación. La 

composición de la microbiota de niños aborígenes de Burkina Faso, con alto consumo de fibra de 

ese tipo, contiene Xilanibacter, un género que fermenta hemicelulosa, que junto con lignina forma 

la pared celular en las plantas. Así mismo, es alta en Prevotella, asociada con altos consumos de 

fibra dietaria en poblaciones como la nuestra (De Filipo et al., 2010; Mejía-León et al., 2014).  

 

Los fila predominantes en la microbiota intestinal o fecal, son Firmicutes (Ruminococcus, 

Clostridium, Eubacterium, Lactobacillus), Bacteroidetes (Alistipes, Prevotella, Bacteriodes), 

Proteobacterias y Actinobacterias (Bifidobacterium) (Donaldson et al., 2016).  

 

 

2.1.2. Beneficios de su Consumo  

 

 

Entre los principales beneficios de la fibra dietaria, están la modulación del proceso digestivo 

normal, el desarrollo inmune, aumento de las defensas patogénicas y el desarrollo cerebral. Esto 
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generado por la microbiota a partir de la fermentación (Williams et al., 2017) y en está se hidrolizan 

los polisacáridos a monómeros por la acción de las enzimas de las bacterias en la microbiota del 

colon y estas a su vez producen diversos metabolitos. Son muy importantes en la fisiología humana, 

los ácidos grasos de cadena corta (AGCC), como piruvato, acetato, propionato y butirato (Escudero 

Álvarez y González Sánchez, 2006). 

 

El metabolismo de los AGCC comienza cuando son absorbidos por las células de la mucosa del 

colon, los colonocitos. El acetato puede inducir la apoptosis de células cancerígenas y prevenir el 

daño oxidativo (Williams et al., 2017). Por su parte, se ha evidenciado que el propionato disminuye 

la síntesis hepática del colesterol, reduciendo sus concentraciones en sangre; además, participa en 

la gluconeogénesis (Escudero Álvarez y González Sánchez, 2006). Finalmente, el butirato es el 

principal metabolito que es fuente de energía de los colonocitos, por lo que ayuda en el 

mantenimiento de la mucosa y la integridad del epitelio intestinal (Manrique Vergara y González 

Sánchez, 2017). Influye para reducir la inflamación al inhibir la producción de algunas citocinas 

proinflamatorias, lo que conlleva a disminuir el riesgo de cáncer de colon (El-Salhy et al., 2017). 

 

 

2.1.3. Ingestión Diaria Recomendada 

 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), recomienda una ingestión de 25 gramos de fibra 

dietética al día. En México, aún cuando la importancia de su consumo se difunde, los adultos 

ingieren entre 16 y 18 g/d, una cantidad mucho menor a la recomendada, a pesar de la 

disponibilidad y accesibilidad de alimentos que son parte de la cultura alimentaria y que son altos 

en fibra (Secretaría de Salud, 2016). 

 

Los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) 2018-19, sobre la ingesta 

dietética de los mexicanos indican que más del 50% de la población en todos los subgrupos 

encuestados, consume cantidades excesivas de azúcares agregados y grasas saturadas, típicos 

componentes de los alimentos ultraprocesados más comunes (Shamah-Levy et al., 2020) Además, 

esta población tiene nulo o muy bajo aporte de fibra, mucho menor a lo recomendado. Este patrón 
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alimentario es factor de riesgo en todos los grupos de edad, incluidos niños y adolescentes. Es 

factor para el desarrollo de obesidad y enfermedades crónicas no transmisibles como las 

cardiovasculares, diabetes tipo 2, dislipidemias e hipertensión, así como en el desarrollo de 

autoinmunidad (Malik y Hu, 2012; Brown et al., 2011; Welsh et al., 2011; Aguayo Patrón y 

Calderón de la Barca, 2017). 

 

 

2.2. Producción de Alimentos e Impacto en la Ingestión de Fibra 

 

 

El tipo de alimentación que hace referencia al México prehispánico, es un tema bien documentado 

por cronistas e historiadores como Bernal Díaz del Castillo y Fray Bernardino de Sahagún, quienes 

describen la diversidad de alimentos que se consumían. Estos eran maíz, chiles de diferentes 

especies, frutas y verduras, frijol, legumbres y granos; muchos con gran aporte de fibra. Además, 

también su forma de preparación y consumo, favorecía el contenido de fibra, ya sea crudos, asados 

o hervidos. Los antiguos mexicanos no acostumbraban a freír los alimentos, pues no disponían de 

aceites vegetales ni de mantecas animales (Red Nacional de Información Cultural, 2018).  

 

No fue sino hasta la Revolución Industrial (siglo XVIII y XIX) que se caracterizó por sus 

transformaciones socioeconómicas, tecnológicas y culturales, que se dieron cambios sustanciales 

en la dieta (Deane, 1979). Por ejemplo, el descubrimiento de la máquina de vapor permitió la 

mecanización a gran escala de la producción de alimentos. Tal es el caso de la introducción de 

nuevos molinos al sector harinero, generando la transformación de los granos enteros a harinas 

refinadas (Heinrich y Reinhart, 2007). En este proceso, se separan componentes del cereal como el 

germen y salvado, que son fuentes importantes de fibra, vitaminas, minerales, ácidos grasos y 

compuestos bioactivos, quedando una harina blanca y de baja calidad nutricia. Esto, ocasionó un 

descenso importante en el consumo de fibra, en la población mundial (Cordain et al., 2005; 

Cordain, 1999).  

 

Así se fue modificando la dieta, al reemplazar los alimentos tradicionales por una diversidad de 

productos procesados (Glinsmann et al., 1986). Estos son productos que han pasado por algún 
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tratamiento tecnológico, además de la adición de azúcares, sodio, aceites u otras sustancias 

(antioxidantes, conservadores), con la finalidad de mejorar sus cualidades sensoriales y como 

forma de preservación.  

 

Muy importante en la evolución del consumo de fibra, es la última gran transición en la 

alimentación, con la entrada de los productos ultraprocesados los cuales están listos para comer, 

beber o calentar. Estos, han desplazado el consumo de alimentos naturales, en general más 

saludables (Monteiro et al., 2016; Fardet, 2014; Aguayo Patrón y Calderón de la Barca, 2017).  

 

Los productos ultraprocesados se caracterizan por ser bajos en fibra, proteínas, micronutrientes y 

altos en sodio, jarabes de fructosa, colorantes y edulcorantes; son energéticamente densos y 

contienen diversos aditivos. Su alta ingesta se asocia con obesidad y la prevalencia de 

enfermedades crónico-degenerativas, al inducir un desequilibrio nutricional, además de la 

modificación en la microbiota intestinal. La población mas vulnerable ante los productos 

ultraprocesados, son los niños y adolescentes debido a la eficaz mercadotecnia y a las declaraciones 

de “saludables” (Fardet, 2018; Aguayo-Patrón y Calderón de la Barca, 2017). 

 

 

2.3. Productos de Panificación Convencionales 

 

 

2.3.1. Composición 

 

 

El pan es un alimento antiguo consumido por el hombre desde épocas prehistóricas; surge de la 

cocción de una masa obtenida por la mezcla de harina de trigo, sal, agua y fermentación por 

levaduras (Arranz-Otaegui et al., 2018). Para su elaboración, la harina se obtenía mendiante una 

molienda rudimentaria, dando como resultado un pan obscuro integral y alto en fibra (Varela et al., 

1998). En la actualidad, las innovadoras técnicas industriales han introducido al mercado diversos 

tipos de pan ultrapocesados, aceptados por el consumidor, debido a sus cualidades organolépticas, 

dejando de lado el aporte nutricional (Monteiro et al., 2013).  
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La composición nutricional del pan depende de diversos factores, como el tipo de cereal empleado 

para la obtención de harinas (Vilaplana Batalla, 2008). Dependiendo de la extracción para obtener 

la harina, se obtendrá un producto integral, en contraste con un producto de panadería blanco, con 

bajo aporte de fibra (Serna Saldívar, 2013). Otro factor importante, es la fortificación de las harinas 

con micronutrientes, como lo indica la NOM-247-SSA1-2008, que se pierden en el procesamiento 

tecnológico del pan. Por último, también influye en la composición, la adición de otros ingredientes 

para la preparación de variados productos de panadería (Varela et al., 1998).  

 

El principal componente del pan de harina de trigo, es el almidón, que representa 70-85% de su 

composición total; por lo tanto, proporciona la mayor fuente de energía. Contiene así mismo, 12-

15% de proteínas. Como en otros cereales, la lisina es el aminoácido limitante, que puede 

compensarse si se consume junto con alimentos de origen animal o con leguminosas (Shewry y 

Hey, 2015). Además se le añade grasa vegetal o animal, lo que incrementa la densidad energética 

(Vilaplana Batalla, 2008). El pan, contiene también bajas proporciones de minerales (hierro, calcio, 

zinc, magnesio, selenio) y vitaminas (B1, B6, E, ácido fólico, niacina) (Shewry y Hey, 2015). Una 

diferencia importante entre el pan blanco y el integral, es el contenido de fibra, contribuyendo el 

segundo a la ingestión total de fibra, con los beneficios en la salud. Actualmente, hay productos de 

panificación con composición modificada, para mejor su calidad nutricional (Scazzina et al., 2013; 

Rannou et al., 2018). 

 

 

2.3.2. Efectos de su Ingestión 

 

 

En el mundo, los productos de cereales son de los más consumidos (Scazzina et al., 2013). En 

México, Flores et al. (2010), a partir de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2006, 

identificaron tres patrones dietarios principales. El patrón de mayor ingesta fue el de alimentos 

refinados, dulces y productos de origen animal, el cual se asoció con sobrepeso u obesidad, dentro 

de este patrón se encuentran los productos de panadería. Resultados similiares reportan Medina-

Zacarías et al. (2020), en factores de riesgo asociados con sobrepeso y obesidad en adolescentes 

mexicanas.  
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Desde hace años, diversos estudios han evaluado el índice glicémico (IG) en productos a base de 

cereales. Holt y Miller (1994), observaron que cuanto mas refinada es la harina con la que se 

prepara un alimento, mayor es el área bajo la curva de glucosa y menor es el área bajo la curva de 

saciedad. Así, el procesamiento de cereales no solo es un determinante importante de la respuesta 

glucémica y de insulina, sino que también afecta los niveles de saciedad postprandial. González-

Anton et al. (2015), compararon la respuesta a la ingestión de pan alto en fibra o pan blanco, en 30 

adultos sanos. El consumo de pan alto en fibra aumentó la saciedad y mejoró la respuesta de algunas 

hormonas, en contraste con el pan blanco.  

 

En el estudio de Aune et al. (2016), el riesgo relativo de padecer enfermedades cardiovasculares, 

coronarias y diabetes tipo 2, se asoció con el tipo de grano ingerido. Para pan integral y cereales de 

desayuno de grano entero, la asociación fue inversa (0.83 y 0.72); mientras que para pan blanco y 

cereales refinados el riesgo relativo fue de 1.07 y 1.15 (Aune et al., 2016). Algo similar sucede con 

el riesgo relativo de padecer cáncer de colon, en donde una ingestión alta de fibra, en particular de 

cereales y productos integrales, se asoció con un menor riesgo de este cáncer (Aune et al., 2011).   

 

Respecto al efecto en la composición corporal, el consumo de granos refinados incrementa grasa 

corporal, respecto a la de quienes consumen granos integrales (Pol et al., 2013). Resulta curioso 

que la dieta mediterránea, reconocida por sus beneficios a la salud, incluya pan. Por esto, Serra-

Majem y Bautista-Castaño (2015) evaluaron patrones de alimentación, incluido el mediterráneo y 

encontraron que la menor ingestión de pan blanco, pero no del integral, se asocia con menores 

ganancias en peso y grasa abdominal. Los factores involucrados para explicar esto, son la densidad 

energética del producto, el índice glucémico, el contenido de fibra y su impacto en la microbiota 

intestinal. Así, el refinado deteriora el potencial de salud de los cereales, rompiendo la estructura 

del grano, lo que hace que el almidón se digiera y absorba más fácilmente, además de la pérdida 

de fibra dietaria (Fardet, 2018; Musa-Veloso et al., 2018). 

 

El consumo de los productos de panificación impacta la microbiota. Lappi et al. (2013), 

compararon la microbiota fecal, de personas que consumieron pan de trigo refinado o pan de 

centeno alto en fibra, detectando disminución de Bacteroidetes en el grupo con menor consumo de 

fibra. Este efecto también se ha modelado fermentando con heces, in vitro, masas de cebada entera 
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o refinada. Después de la digestión, la masa de cebada integral contenía más fibra, compuestos 

fenólicos y proteína; además después de la fermentación, fue mayor la abundancia relativa de 

Bifidobacterium (con efecto probiótico), que con la masa refinada (Gong et al, 2018). Morrison et 

al. (2020), compararon la transición de dieta estándar a una refinada carente de fibra, en modelo 

murino, afectando Bacteroidetes y aumentando Clostridia y Proteobacterias.  

 

Así, el refinamiento de las harinas de cereales incrementa carga glicémica, reduce saciedad, 

aumenta el riesgo de enfermedades no transmisibles y puede afectar el peso y la grasa corporales. 

Es también el principal impulsor de las alteraciones de la microbiota intestinal, además de influir 

negativamente en la síntesis de metabolitos que participan en el metabolismo y en mecanismos 

inmunes.  

 

 

2.3.3. Otras Opciones Ultraprocesadas como Fuentes de Fibra 

 

 

En la actualidad el consumo de fibra es inadecuado y la presión sobre la industria de los alimentos 

es alta, por lo que se ha creado la fibra funcional. Así, productos adicionados con fibra “sintética” 

o aislada de otras fuentes, como en los cereales para desayuno, productos de panificación, lácteos 

y bebidas se han denominado “alimentos funcionales o prebióticos” (Zielinski y Rozema, 2013; 

Gouseti et al., 2019; Molina Montes y África Paz, 2007). La fibra funcional también se usa para 

suplementos en presentaciones en polvo o en cápsulas.  

 

Los productos funcionales pueden parecer una opción para aumentar la ingestión de fibra, aunque 

no hay suficiente evidencia clínica que respalde los beneficios de su consumo para la salud, tal y 

como lo indica la definición de fibra dietaria (Chutkan et al., 2012; Lambeau y McRorie, 2017). 

 

Otro camino que ha tomado la industria de los alimentos, es sustituir parcialmente una harina 

refinada, como la de trigo, con harinas o granos integrales de otras fuentes. Por esta razón los 

productos ofertados en los supermercados, crean confusión en los consumidores, debido a que las 

etiquetas reportan mezclas de granos integrales entre otros ingredientes, lo que dificulta identificar 

las mejores opciones (Fontanelli et al., 2020). Como parte de la mercadotecnia para atraer a los 
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consumidores, utilizan etiquetas como “fibra, alto en fibra, saludables”. Este tipo de propaganda 

se debe de regular mejor, ya que la industria está obliga a un etiquetado nutricional preciso y que 

cumpla con las normativas correspondientes (Zielinski y Rozema, 2013).  

 

 

2.4. Productos de Panificación con Mezclas de Harinas 

 

 

2.4.1. Tipos de Harinas y su Aporte de Fibra Dietaria 

 

 

Los productos de panadería son parte del patrón alimentario, pero su calidad nutricia en general es 

deficiente, en particular si se considera que se consumen en gran cantidad, como lo es el pan de 

dulce. Una estrategia en la elaboración de pan, para aumentar sus cualidades, es sustituir 

parcialmente la harina de trigo por harinas con mejor perfil de aminoácidos, altas en fibra y 

compuestos bioactivos (Saleh, 2017). Tal es el diseño de panes a base de harinas no convencionales 

e ingredientes regionales, ya que son alternativas como vehículo de fuentes naturales de fibra y 

compuestos bioactivos (Zuleta et al., 2012; Nogueira et al., 2018). Las frutas, verduras y 

leguminosas, se pueden emplear como ingredientes una vez deshidratadas y pulverizadas (Ayala-

Zavala et al., 2010; Joshi et al., 2012). Sin embargo, es más fácil que la población se apegue a 

productos similares en aspecto y sabor, a los tradicionales. 

 

Inglett et al. (2014), diseñaron galletas sustituyendo el 20% de harina de trigo por harina de chía y 

avena, la combinación de estos ingredientes aportó omega 3 y fibra (β-glucanos), con propiedades 

antiinflamatorias y asociadas a la prevención de enfermedades coronarias. Otra evaluación de 

galletas a base de frijol y lentejas demostró que se puede reemplazar parcial o completamente la 

harina de trigo refinada, ya que las características físicas de las galletas eran aceptables, además de 

mejorar su calidad nutricia por el aporte de fibra y proteínas (Zucco et al., 2011).  

 

Con la combinación de amaranto y quinoa, Alencar et al. (2015), elaboraron un pan, que al 

compararlo con el pan a base de harina de trigo, resultó con mayor contenido de proteínas. Esto, 
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debido a que el amaranto es rico en proteínas, con un perfil de aminoácidos y biodisponibilidad 

muy altos. Además, es una buena fuente de fibra y polifenoles (Sabbione et al., 2018). Los 

productos elaborados con harina de amaranto también pueden ser una opción benéfica para los 

pacientes celiacos (Calderón de la Barca et al., 2010).  

 

El camote naranja, también se ha utilizado como harina para la elaboración de productos de 

panadería, debido a su aporte de betacarotenos, vitaminas y minerales, además de contribuir al 

color, sabor y poder edulcorante (Nogueira et al., 2018). Igbabul et al. (2014), evaluaron la calidad 

de un pan elaborado a partir de harina de camote naranja (20%) y maíz amarillo (20%), con harina 

de trigo (60%). El resultado de la composición mostró el alto contenido de compuestos bioactivos, 

calcio, fibra y β-carotenos (precursor de la vitamina A). De manera que, el consumo de este tipo 

de pan mejoraría la salud, el crecimiento de los niños y el bienestar de los consumidores.  

 

Dentro de un proyecto del grupo de trabajo en CIAD (Lab. de Proteínas, en el Depto. de Nutrición), 

se elaboró un pan sustituyendo parcialmente la harina de trigo y optimizando combinaciones, para 

obtener la mejor calidad. La mezcla óptima fue la que contenía 8.6% de la harina de camote naranja, 

22.7% de la de amaranto y el resto (68.7%) fue harina de trigo (Mercado Gómez, 2019). El pan de 

caja resultante de esa combinación, en comparación con el de 100% harina de trigo, presentó mejor 

calidad proteica, más del doble de fibra dietaria y menor índice glicémico; contiene ácidos grasos 

insaturados, pro-vitamina A y otros antioxidantes. Su apariencia y textura fueron comparables a la 

del pan 100% harina de trigo, sin necesidad de aditivos para lograr esas características (Calderón 

de la Barca et al., 2019). 

 

 

2.4.2. Beneficios 

 

 

Los productos de panadería preparados con harinas de leguminosas, chía, quinoa, amaranto, camote 

naranja, no incrementan el índice glucémico después de su ingesta, lo que genera una respuesta de 

glucosa e insulina postprandial lenta y moderada, esto debido a su contenido de proteína y almidón 

resistente (Collar y Angioloni, 2014). Además, presentan alto contenido de compuestos bioactivos 
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(carotenoides, ácidos fenólicos, polifenoles), los cuales influyen en los mecanismos fisiológicos 

causando efectos benéficos en la salud. Por ejemplo, su alta actividad antioxidante reduce la tasa 

de muerte celular y, por lo tanto, se esperaría un efecto positivo en contra de las alteraciones 

celulares relacionadas con el envejecimiento, así como la prevención de algunas enfermedades 

(Saleh et al., 2017; Herrera Chalé et al., 2014).  

 

Las deficiencias por vitaminas y minerales son problemas de salud pública, tal es el caso de la 

vitamina A. Debido a esto, Kidane et al. (2013), en Etiopía, diseñaron un pan enriquecido con 30% 

de harina de camote naranja, lo que contribuyó con 83 y 74% de los requerimientos diarios de 

vitamina A, en niños de 3 a 6 años. Esto puede sustituir el uso de suplementos comerciales. 

 

Los beneficios de incorporar amaranto en la alimentación son diversos. Influye sobre la 

concentración de lípidos en sangre y en la glucosa postprandial. En un modelo murino, el grupo 

alimentado con pan de trigo presentó mayor concentración de LDL, en contraste con el grupo 

alimentado con un pan rico en amaranto, donde la concentración de HDL fue mayor. Esto es 

importante porque concentraciones bajas de LDL y altas en HDL, se relacionan con buen estado 

de salud cardiovascular que permite prevenir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y 

metabólicas (Montero-Quintero et al., 2015). 

 

Gullón et al. (2016), evaluaron el potencial prebiótico de amaranto y quinoa. Estos se usaron como 

fuentes de carbono para microbiota en heces fecales. El potencial prebiótico se confirmó por los 

notables cambios en las poblaciones bacterianas (proliferación de Bifidobacterium spp. y 

Lactobacillus) y el aumento de ácidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato). La 

misma evaluación se realizó en camote y avena con resultados semejantes en bacterias y síntesis 

de metabolitos. El camote redujo la concentración de Firmicutes a Bacteroidetes, lo cual puede 

indicar efectos benéficos. Además, la avena es una fuente de polifenoles que puede contribuir a la 

modulación positiva de la microbiota intestinal (Liu et al., 2020; Kristek et al., 2019). 

 

Otros compuestos con potencial prebiótico son los subproductos de partes de frutas y verduras 

(cáscaras, semillas, bagazos), que se componen por una variedad de fibras, adecuados para el 

consumo. Por ejemplo, el bagazo de naranja y la cáscara de maracuyá durante el periodo de 
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fermentación estimularon géneros bacterianos como Ruminococcus, Lachnospira, Roseburia y 

Bacteroides, lo que a su vez, reflejó mayores cantidades de ácidos grasos de cadena corta (Bussolo 

de Souza et al., 2019). Hernández-Maldonado et al. (2019), sometieron a fermentación una barra 

de mango alta en fibra y compuestos fenólicos, que promovió la síntesis de ácidos grasos de cadena 

corta, además de la alta biodisponibilidad de los compuestos fenólicos, al igual que el producto de 

mango evaluado por Herrera-Cázares et al. (2019). Productos elaborados con ingredientes de 

diferente naturaleza, son medios prometedores de salud y sostenibles para aumentar el consumo de 

fibra y compuestos bioactivos.  

 

En otro estudio compararon la síntesis de ácidos grasos de cadena corta y ácidos fenólicos a partir 

de un pan alto en fibra (β-glucano) adicionado con té negro, al compararlo con el control (pan 

blanco), el pan adicionado produjo mayor concentración de propionato y polifenoles, componentes 

importantes que participan en la conformación de la microbiota y a su vez en la integridad del 

epitelio (Mhd Jalil et al., 2019).  

 

 

2.5. Métodos para Evaluar Efecto de la Fibra Dietaria 

 

 

La fermentación y el potencial prebiótico de las fibras se puede probar por diversos métodos, uno 

de ellos es el modelo computarizado in vitro del colon proximal (TIM-2). Este modelo dinámico, 

simula las condiciones del colon como temperatura, pH, ambiente anaeróbico y movimientos 

peristálticos. El modelo consta de unidades de vidrio con una pared flexible en el interior, además 

de un sistema de entrada para la administración del producto y HCl, enzimas y bilis, para simular 

las condiciones gastrointestinales. Al comienzo de cada experimento, el modelo se inocula con la 

muestra fecal (Rehman et al., 2012).  

 

Rehman et al. (2012), en el modelo antes descrito (TIM-2), evaluaron la interacción de un fármaco 

junto con un probiótico. Para analizar la composición de la microbiota utilizaron un “chip 

intestinal” (I-Chip), el cual es un microarreglo de ADN que contiene secuencias de 

aproximadamente 400 microorganismos. Este análisis indicó los géneros bacterianos que son 
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estimulados o suprimidos por el antibiótico y/o probiótico. Las concentraciones de metabolitos 

fueron evaluadas por cromatografía de gases. En el mismo modelo, Bussolo de Souza et al. (2019), 

fermentaron fibra proveniente de subproductos de frutas. Tomaron muestras, aislaron ADN 

genómico y amplificaron por PCR el gen 16S rRNA para la composición microbiana, y mediante 

cromatografía de exclusión iónica, cuantificaron metabolitos.  

 

En un sistema mucho más sencillo y replicable en cualquier laboratorio, Hernández-Maldonado et 

al. (2019), evaluaron digestión y fermentación de fibra de mango. El producto liofilizado se 

sometió a digestión enzimática (pepsina, pancreatina, amilasa) por un tiempo determinado. 

Después de centrifugar, la fracción no digerible se dializó para remover moléculas pequeñas, 

simulando parcialmente el proceso de absorción in vivo. Esta fracción se fermentó en presencia de 

materia fecal de donantes, en una cámara anaeróbica por 48 horas. Las concentraciones de ácidos 

grasos se detectaron por cromatografía de gases y por HPLC-DAD-MS los compuestos fenólicos. 

 

Por su parte, Herrera-Cázares et al. (2019), llevaron a cabo una digestión in vitro/ex vivo de 

productos de mango. Para la fase oral, los voluntarios masticaron la muestra, el bolo alimenticio se 

recogió para seguir con la fase gástrica con HCl y pepsina. Se preparó una solución (bilis bovina, 

pancreatina, tampón Krebs-Ringer) para simular la fase intestinal, además de incubar con una parte 

del yeyuno proximal, extraído de ratas Wistar. Después, se recuperó por centrifugación el residuo 

no digerido, para su fermentación en presencia de muestras fecales homogenizadas obtenidas de 

donantes sanos. Para esto, el inóculo fecal se mezcló con medio de cultivo basal estéril y se 

fermentó en un baño de agua a 37ºC durante 24 h. Los productos de fermentación se centrifugaron 

y se cuantificaron metabolitos en los sobrenadantes, por medio de cromatografía de gases acoplada 

a espectrometría de masas y metabolómica no dirigida.  
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3. HIPÓTESIS 

 

 

La fermentación por la microbiota fecal, después de digestión gastrointestinal in vitro, de 

una mezcla de harinas de trigo, amaranto y camote naranja en proporciones óptimas para 

panificación (68.7, 22.7 y 8.6%, respectivamente), con alto contenido de fibra dietaria y 

compuestos bioactivos, promueve la proliferación de bacterias benéficas y sus metabolitos. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. Objetivo General 

 

 

Evaluar in vitro, después de digestión gastrointestinal, el efecto de una mezcla de harinas de trigo, 

amaranto y camote naranja, en proporciones óptimas de panificación, sobre la microbiota intestinal 

y sus metabolitos. 

 

 

4.2. Objetivos Particulares 

 

 

Invitar participantes saludables, hacerles evaluación dietaria y de acuerdo a su patrón alimentario, 

ya sea saludable o ultraprocesado, conformar dos grupos. Solicitarles muestra de heces fecales. 

 

Preparar y analizar las harinas de camote y amaranto, hacer la mezcla con la de trigo. Hacer 

digestión gastrointestinal in vitro de harina compuesta y harina de trigo. El residuo, conteniendo la 

fibra, fermentarlo in vitro, con heces por patrón dietario.  

 

Evaluar composición de la microbiota en cuanto a generos: Prevotella, Bacteroides y 

Ruminococcus bromii, así como los metabolitos producidos; comparar entre grupos por patrón 

dietario donantes de las heces, a las 12 y 24 h de fermentación.  
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5. PARTICIPANTES Y MÉTODOS 

 

 

5.1. Diseño y Selección de Participantes 

 

 

Se realizó un estudio experimental con participantes de ambos sexos, sin enfermedades crónicas, 

ni dolencia obvia, entre 23 y 35 años de edad. Se incluyeron aquellos que aceptaron participar por 

medio del consentimiento informado y que no tuvieron tratamientos con antibióticos y/o 

suplementos (vitaminas) en el mes previo al muestreo. A cada participante se le solicitó dos 

muestras de heces fecales, una para confirmar la correspondencia con el patrón dietario y otra para 

la fermentación in vitro. El estudio fue aprobado por el Comité de Ética del Centro de Investigación 

en Alimentación y Desarrollo, A.C. (CEI/003-1/2021). 

 

 

5.2. Evaluación Dietética 

 

 

Debido a la contingencia por COVID-19, y buscando tomar las medidas de seguridad necesarias 

para minimizar riesgo de contagio, la evaluación de consumo de alimentos y bebidas se realizó por 

videollamada. Se realizaron tres recordatorios de 24 h no consecutivos, considerando un día de fin 

de semana. Se utilizaron modelos de medidas caseras usuales para estimar las porciones 

consumidas. La información obtenida se analizó con el método desarrollado por Ortega Vélez et 

al. (1999), para obtener proporciones de energía por el consumo de hidratos de carbonos, proteína, 

grasa total y saturada. Además los resultados de la evaluación dietética, se incluyeron en el análisis 

de componentes principales para identificar patrones de alimentos (Aguayo Patrón, 2017). Así 

mismo, se analizó por PCR tiempo real, la proporción de Bacteroides respecto a bacterias totales 

en sus heces, como se describe más adelante en el apartado 10.1. Esto, para verificar su 

correspondencia a los patrones dietarios saludable y ultraprocesado. 
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5.3. Preparación de Harina Compuesta 

 

 

La harina de trigo (HT) y el amaranto reventado se obtuvieron de marcas comerciales de uso 

común. El camote naranja se adquirió de un súper mercado local. El amaranto reventado se molió 

en una licuadora convencional (Oster clásica, mod. 450-10) y se tamizó para tener un tamaño de 

partícula de 80 mesh en un tamizador de harinas (mod. DT168, Advantech Manufacturing, New 

Berlin, Wisconsin). 

 

El camote naranja previamente lavado y pelado, se cortó en cubos para someterlos a 

blanqueamiento, que consistió en sumergirlos en agua caliente a 100 ºC durante 1 min, después se 

sumergieron en hielo durante 30 s (Ruttarattanamongkol et al., 2016). Se retiró el exceso de agua, 

se congeló y se liofilizó. Una vez deshidratados, se molieron y tamizaron de la misma forma que 

el amaranto reventado. Se prepararon 50 g de harina compuesta (HC) en las proporciones óptimas 

para panificación, trigo: 68.7%, amaranto: 22.7% y camote 8.6%. 

 

 

5.4. Análisis de Harinas 

 

 

A cada una de las harinas se le analizó el contenido de proteína (método 46-30B, AACC 2000), 

grasa (método 02-01.02, AACC 2000), cenizas (método 923.03, AOAC 1999) y fibra (Fibra 

dietaria total, juego de reactivos comercial K-TDFR-200A, Megazyme). 

 

 

5.5. Digestión Gastrointestinal in vitro de Harinas 

 

 

Se utilizó una harina compuesta por trigo, amaranto y camote naranja (en proporciones 68.7, 22.7 

y 8.6%). Los reactivos de laboratorio fueron grado analítico de Sigma-Aldrich. La digestión de la 

harina de trigo (HT) y de la harina compuesta (HC), se realizó por fases. Se pesaron 4 g de cada 
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tipo de harina y se homogenizaron en 16 mL de agua por duplicado y se tomó una alícuota (1.5 

mL) de cada harina homogenizada sin digerir.  

 

Primeramente, la hidrólisis en fase gástrica se llevó a cabo con pepsina (0.28 mL de 300 mg/mL 

en KCl/HCl 0.2 M buffer, pH 1, por 1 h a 37 ºC). La fase intestinal se simuló con una solución de 

pancreatina (1.4 mL de 5 mg/mL en PBS s/azida 0.1 M, pH 6.9, por 6 h a 37 ºC) y amilasa 

pancreática (1.4 mL de 120 mg/mL en buffer tris-maleate, por 16 h a 37 ºC). Después de las fases 

de digestión, las muestras fueron centrifugadas (15 min, 25 ºC, 4000 rpm). Los precipitados se 

almacenaron a -20 ºC para posterior fermentación. Una alícuota (500 µL) de cada sobrenadante, se 

analizó en comparación a su fuente como harinas HT y HC en suspensión, para evaluar el efecto 

de proteasas y amilasas, sobre el grado de hidrólisis proteica (como porcentaje) y de almidón (como 

concentración de glucosa).  

 

Para simular la absorción y eliminar los productos de digestión de baja masa molecular, el 

sobrenadante se transfirió a tubos de diálisis con tamaño de poro de 12000 Da contra NaCl 0.01 

M, y se dializó durante 48 h. Las fracciones no digeribles de cada tratamiento (FxHT y FxHC) se 

colectaron y sumaron a los precipitados antes obtenidos y congelaron a -70 ºC para posteriormente 

usarlos como sustrato de fermentación (Camelo-Méndez et al., 2018; Hernández-Maldonado et al., 

2019).  

 

A los precipitados completos se les denominó residuos fibrosos y se les cuantificó humedad 

(método 44-15A, AACC 2000), fenoles totales, flavonoides (método Folin-Ciocalteu, Singleton y 

Rossi, 1965) y nitrógeno (Sweeney, 1989). 

 

 

5.6. Fermentación in vitro 

 

 

La fermentación in vitro se realizó en presencia de muestras fecales homogenizadas por grupo de 

patrón alimentario, que se incubó en medio anaeróbico. Brevemente, se preparó el medio de cultivo 

basal estéril que contenía (g/L): 2 mL agua de peptona, 2 g extracto de levadura, 0.1 NaCl, 0.04 
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K2HPO4, 0.04 KH2PO4, 0.01 MgSO4 7 H2O, 0.01 CaCl2 2 H2O, 2 Na HCO3, 0.5 cisteína HCL, 0.5 

sales biliares, 2 mL Tween 80, 0.2 g hematina (diluida en 5 mL NaOH). Cada tubo con 9 mL de 

medio de cultivo se mantuvo en condiciones anaeróbicas a 37 ºC por 24 h.  

 

La suspensión fecal se preparó con 3 g de muestra fecal homogenizada por patrón alimentario en 

18 mL de buffer de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7. Los tubos que contenían el medio de cultivo basal 

estéril (9 mL) se inocularon con 1 mL de cada suspensión fecal y se añadieron 100 mg de las 

fracciones no digeribles FxHT y FxHC (residuos fibrosos) obtenidas de la digestión previa. Las 

fermentaciones se realizaron por duplicado. Se hicieron 12 cultivos, que fueron duplicados de 1: 

homogenado de heces de patrón saludable con: a) FxHT y b) FxHC; de 2: homogenado de heces 

de patrón ultraprocesado con: c) FxHT y d) FxHC; además de los blancos sin heces (6 cultivos), 

para cada fracción: e) FxHT y f) FxHC. Se tomaron alícuotas a las 0, 12 y 24 h y se congelaron a -

70 ºC, para el análisis de microbiota y aminoácidos fisiológicos (Campos-Vega et al., 2009; 

Hernández-Maldonado et al., 2019). 

 

 

5.7. Análisis de Microbiota Fecal y Metabolitos 

 

 

La evaluación de la microbiota se realizó mediante el protocolo de curva estándar en un sistema 

StepOnePlus Real-Time PCR. De las muestras de heces fecales de los participantes de ambos 

grupos, se extrajó el ADNg, mediante el juego de reactivos comercial QuiAamp® Fast DNA Stool 

Mini Kit (QUIAGEN, Hilden Germany). Se midió la cantidad de ADN extraído en Nanodrop 2000 

(Thermo Scientific, Pittsburgh, USA) y su calidad, por la relación de absorbancia 280/260. Se 

analizó Bacteroides para verificar su correspondencia con el patrón dietario. Antes y después de 

someter la mezcla de harinas a fermentación in vitro, en presencia de las muestras fecales, se entrajo 

el ADN de una alícuota de medio inoculado utilizando el DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden 

Germany), para diluir seriadamente 1:10. Se preparó ADN, comenzando con 100 ng/μL. Los 

iniciadores específicos que se utilizaron para bacterias totales, Bacteroides, Prevotella y 

Ruminococcus bromii se presentan en el Cuadro 1. 
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Para la reacción en cadena de la polimerasa (qPCR) se utilizaron 10 μL de SYBR Green Supermix, 

5 μM de cada iniciador, 1 μL de muestra de ADN (10 ng) y H2O mili-Q para un volumen final de 

20 μL. Las condiciones de amplificación para bacterias totales fueron de 50 ºC por 2 min y 95 ºC 

por 10 min, seguido de 40 ciclos de 94 ºC por 15 s y 60 ºC por 1 min. Para la amplificación de las 

bacterias mencionadas las condiciones fueron 95 ºC por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 ºC por 

15 s, 60 ºC por 30 s y 72 ºC por 30 s. Las reacciones de la curva estándar se realizaron por triplicado 

y las reacciones de las muestras por duplicado.  

 

 

Cuadro 1. Iniciadores de secuencias específicas para bacterias del estudio. 

Bacteria Secuencia del iniciador Referencia 

Bacteroides 
F- AAGGTCCCCCACTTGG 

R-  GAGCCGCAAACTTTCACAA 

Manz et al., 1996 

Franks et al., 1998 

Prevotella F- CACRGTAAACGATGGATGCC 

R- GGTCGGGTTGCAGACC 

Matsuki et al., 2002 

Ruminococcus 

bromii 

F5’- GGTCTTGACATCCAACTAACGAAGT -3’ 

R5’- TTTTGTCAACGGCAGTCCTAT -3’ 

Mondot et al., 2011 

Bacterias 

totales  

HDA-1 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 

HDA-2 GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

Walter et al., 2000 

 

 

Para analizar metabolitos con grupos amino, incluyendo aminoácidos, las muestras se 

desproteinizaron: primero, se tomó 1 mL de cada alicuota y se mezcló con 1 mL de ácido 

tricloroacético al 24%, se dejó reposar por 10 min y se centrigufó a 13000 rpm por 10 min, se 

colectó el sobrenadante (Barrett et al., 2012). Las muestras se derivatizaron con −ftalaldehído 

(OPA). Se utilizaron estándares internos para detectar tiempos de retención de aminoácidos. Se 

inyectaron 20 µL de la muestra en un cromatógrafo de líquidos Thermo Scientific Ultimate 3000. 

Como fase móvil se utilizó gradiente de acetato de sodio 0.1 m pH 7.2 y metanol (9:1) y se empleó 

una columna C18 (100 x 4.6 mm x ¼ “Microsorb 100-3 C18). La detección de fluorescencia se 

realizó usando longitud de onda de excitación-emisión de 340 y 450 nm, respectivamente. Para la 

integración de los aminoácidos se utilizó el programa Varian versión 5.51, y se calculó la relación 

entre las áreas cromatográficas para cada muestra (Vázquez Ortiz et al., 1995). 



34 

5.8. Análisis de Datos 

 

 

Se realizaron pruebas de t para muestras independientes, para contrastar la ingestión de energía y 

nutrientes, así como la microbiota fecal entre patrón dietario. El análisis de sobrenadantes de 

digestión in vitro se realizó con la misma prueba. Las diferencias en las poblaciones bacterianas y 

concentraciones de metabolitos entre las muestras fermentadas se evaluaron mediante un ANOVA 

unidireccional y la prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramer. Las diferencias se 

establecieron a un 95% de confianza. Se utilizó el paquete estadístico NCSS 2019. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

6.1. Participantes y Evaluación Dietética 

 

 

Se reclutaron 10 participantes (6 del sexo femenino y 4 del masculino) originarios del estado de 

Sonora, con edad promedio de 25.9 ± 1.37 e IMC normal (23.8 ± 3.28), sin comorbilidades. De la 

población de estudio, 6 participantes se clasificaron en el patrón alimentario “ultraprocesado”, 

caracterizado por el elevado consumo diversos grupos de alimentos como, aceites y grasas, bebidas 

(azucaradas, carbonatadas, alcohólicas), embutidos, galletas y repostería, trigo y derivados, 

botanas, salsas procesadas, azúcares y golosinas. El segundo patrón alimentario denominado 

“saludable”, se asocia con el consumo de frutas, verduras, leguminosas, pollo, res, pescado, huevo, 

maíz, avena, papa y lácteos, dentro del cual se asignaron 4 participantes. 

 

A pesar del limitado número de participantes, la tendencia de una dieta inclinada hacia los 

productos ultraprocesados es clara. A nivel mundial, la producción y venta de este tipo de productos 

ha aumentado ofreciendo amplia variedad y comodidad por su diseño, para su consumo inmediato. 

Están disponibles en todo tipo de comercios, por lo que pueden adquirirse con facilidad. Otro de 

sus atractivos es que son fáciles de almacenar, transportar y pueden consumirse en cualquier lugar. 

Es así, como la alimentación saludable ha sido desplazada por el auge de esta desenfrenada 

producción de ultraprocesados (Rapallo y Rivera, 2019; OPS, 2015). 

 

Al comparar el consumo de energía y macronutrientes entre los dos grupos de patrón alimentario, 

no se encontraron diferencias significativas (p>0.05). Los participantes del patrón alimentario 

ultraprocesado (n=6) presentaron un consumo promedio de 2300 ± 585.7 kcal, mientras que los del 

patrón alimentario saludable (n=4), consumieron 1868 ± 239.2 kcal, diariamente. Ambos grupos 

consumen las recomendaciones diarias tanto de nutrientes como de energía (Cuadro 2).  

 

En el Cuadro 2 se muestra una variabilidad muy alta particularmente en el consumo de grasas 

totales, saturadas y sodio en los participantes con patrón ultraprocesado. Esto porque 2 de los 6 

participantes de este patrón, tuvieron elevados consumos de grasas y uno de sodio, respecto a los 
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demás. Así mismo, dicha variabilidad y un tamaño de muestra tan pequeño, no dejó margen para 

diferencias significativas. Sin embargo, las principales diferencias podrían encontrarse en el 

análisis de microbiota, ya que las encuestas dietarias solo proporcionan un aproximado de la dieta 

habitual. Además, debido a la limitación de la base de datos empleada para el análisis dietario, no 

se consideraron aditivos, azúcares libres, compuestos bioactivos y fibra, componentes que influyen 

en la composición de la microbiota intestinal (Fardet 2018; Aguayo-Patrón y Calderón de la Barca, 

2017). 

 

 

Cuadro 2. Comparación de ingestión de energía y nutrientes entre patrones alimentarios. 

 Patrón 

ultraprocesado 

n=6 

Patrón 

saludable 

n=4 

Valor de p 

Energía 2300 ± 585.7 1868 ± 239.2 0.2060 

Proteína (g) 100.7 ± 32.1 88.2 ± 11.08 0.4819 

Carbohidratos (g) 248.6 ± 54.6 206.2 ± 85.4 0.3616 

Grasas totales (g) 105.9 ± 34.5 80.4 ±12.8 0.2021 

Grasa saturada (g) 34.5 ± 12.4 28.9 ± 5.9 0.4381 

Sodio (mg) 3658.7 ± 1968.7 3086 ± 237.05 0.5923 

Prueba de t para muestras independientes, *valores de p<0.05 se consideran significativos 

 

 

Para verificar la primera clasificación de los participantes por patrón dietario, se cuantificó la 

acumulación de Bacteroides. Como se ha mencionado, los componentes de la dieta influyen en la 

abundancia de las bacterias en la microbiota intestinal, por ejemplo, una dieta basada en proteínas, 

alto contenido de grasas, azúcares libres y baja en fibra, aumenta la proporción de Bacteroides 

(Lawrence et al., 2014; Nakayama et al., 2017). Así, tres participantes cambiaron de patrón 

dietario, quedando 5 en el patrón saludable y 5 en el patrón ultraprocesado. Para esta separación se 

tomó en cuenta la acumulación de Bacteriodes; cuando fue menor a 30%, los participiantes se 

clasificaron dentro el patrón saludable, y cuando fue mayor, se relacionaron con el patrón 

ultraprocesado. Además, se analizaron de nuevo las encuestas dietarias, tomando en cuenta fuentes 

de fibra y cantidad de alimentos ultraprocesados consumidos por día promedio.   
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6.2. Composición de la Microbiota por Patrón Dietario 

 

 

La cuantificación de la proporción de las bacterias se realizó por qPCR en tiempo real mediante 

curva estándar. En el Cuadro 3, se muestra la abundancia de Bacteroides spp, Ruminococcus bromii 

y Prevotella spp en la microbiota fecal de los participantes, separados por patrón alimentario, antes 

de la fermentación in vitro. Al comparar la proporción de Bacteroides entre patrón dietario 

saludable y ultraprocesado, se encontró que los participantes del patrón ultraprocesado tuvieron 

mayor abundancia (p<0.05), que los del patrón saludable, resultado esperado debido al tipo de 

alimentación. Como se ha mencionado anteriormente la abundancia de esta bacteria se asocia con 

alto consumo de azúcares, grasas, proteína de origen animal, sodio y aditivos (Nakayama et al., 

2017).  

 

Por su parte, Prevotella predominó significativamente (p<0.05) en la microbiota de los 

participantes del patrón saludable. En el caso de Ruminococcus bromii su proporción fue baja en 

ambos patrones dietarios, comparada con la acumulación de Bacteroides y Prevotella, lo que 

pudiera deberse a que Ruminococcus spp no es abundante en la microbiota de la región del estudio 

(Calderón de la Barca et al., 2020). Se seleccionó Ruminococcus porque es un género bacteriano 

que desempeña un papel importante en la degradación de almidones resistentes (Ze et al., 2012; 

Teichmann y Cockburn, 2021). Además, Rumminococcus es un género correspondiente al grupo 

taxonómico Firmicutes, mientras que Bacteroides y Prevotella, son Bacteroidetes, no se encontró 

diferencia significativa en la abundancia de R. bromii (p<0.05) en las heces de la dieta saludable 

en comparación con la ultra-procesada, porque las fuentes de fibra provenían de harinas con poco 

pero similar concentración de almidón resistente. Así mismo, la abundancia de Prevotella, se asocia 

con el consumo de fibra proveniente de frutas, verduras, legumbres y granos mínimamente 

procesados (Christensen et al., 2019). En este trabajo de tesis, queda claro el efecto de la dieta 

saludable y su composición, sobre la acumulación de Prevotella spp. 
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Cuadro 3. Microbiota fecal de acuerdo a patrón dietario saludable o ultraprocesado. 

Patrón dietario Bacteroides 

% 

Rumunococcus bromii 

% 

Prevotella 

% 

Saludable 10.75 ± 0.87* 6.91 ± 0.56 19.65 ± 1.41* 

Ultraprocesado 23.4 ± 1.18 6.15 ± 0.92 5.31 ± 1.70 

Prueba t para muestras independientes, *p<0.05 se consideran significativos, por columna. 

 

 

6.3. Composición de las Harinas 

 

 

La composición de cada una de las harinas se muestra en la Cuadro 4. Comparando entre cada tipo 

de harina, empezando por la harina de trigo, principal componente de la panadería tradicional, 

aporta el 12% de proteína, la cual no es de alto valor biológico, y debido a su alto grado de 

refinamiento su aporte de fibra es bajo (3%) (Shewry y Hey, 2015), mientras que el amaranto aporta 

18% de proteína y tiene mejor calidad nutricia por su perfil de aminoácidos, además de aportar 

minerales como zinc y hierro (Ávila Curiel et al., 2018). Además, el aporte de grasas se debe 

principalmente a ácidos grasos insaturados. Otra característica importante es su contenido de fibra 

(15%) en comparación al 3% del trigo. Por su parte, el camote naranja es una fuente principal de 

compuestos bioactivos y carbohidratos, que contribuyen al sabor, poder edulcorante y a su aspecto 

(Nogueira et al., 2018). Dentro del porcentaje de minerales (3%) que lo conforman, los principales 

son calcio, fósforo, hierro y magnesio (Koua et al., 2018).  

 

 

Cuadro 4. Composición de las harinas (% base húmeda). 

Harina Proteína Grasa Cenizas Carbohidratos Fibra* 

Trigo  11.58 ± 0.03 1.5 ± 0.09 0.76 ± 0.01 77.18 2.94 ± 0.09 

Amaranto  17.94 ± 0.02 7.35 ± 0.17 2.85 ± 0.01 68.24 15.73 ±0.1 

Camote  3.68 ± 0.08 0.26 ± 0.01 3.52 ± 0.02 83.46 2.99 ± 0.1 

*Es una fracción de los carbohidratos. 
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Otros compuestos importantes que son parte de las harinas para panadería en estudio son los  

compuestos bioactivos como, polifenoles como fenoles y flavonoides. El contenido de fenoles 

totales en la harina de amaranto es de 44.5 y en la del camote es 235 mg AG/100 g. Además, ambas 

harinas tienen muy buena capacidad antioxidante, de 119.7 y 235.3 mg ET/100 g, analizado por 

capacidad antioxidante equivalente al trolox (TEAC), respectivamente. Por su parte, la harina de 

camote naranja, como la usada en este estudio, presenta 14,692 µg/100 g de b-carotenos (Mercado 

Gómez, 2019). 

 

 

6.4. Análisis del Proceso de Digestión Gastrointestinal in vitro 

 

 

Como resultado de la digestión de cada tipo de harina (de trigo o compuesta), se obtuvieron dos 

fracciones, un sobrenadante conteniendo los productos digeridos y un precipitado formado de 

residuos fibrosos. El sobrenadante se analizó para evaluar el efecto de las enzimas digestivas, 

mientras que en el precipitado fibroso se evaluaron polifenoles y nitrógeno.   

 

En el Cuadro 5 se muestra la evaluación del efecto de la digestión enzimática comparando entre 

las harinas sin digerir con los sobrenadantes de las harinas digeridas. En cuanto al grado de 

hidrólisis de proteína de la harina de trigo, aumentó de 1.45 a 33%, debido a la acción de las 

enzimas. Además, inicialmente ya había glucosa libre 80 µg/100 µL en la harina de trigo, que 

aumentó a 136.5 µg/100 µL por la hidrólisis del almidón.  

 

En el caso de la harina compuesta la proteína no aumentó tras la digestión, esto porque la proteína 

del amaranto es soluble en soluciones acuosas y ya estaba presente cuando se mezcló con agua, 

por lo que solo se liberó 10% más de la estructura del grano. El grado de hidrólisis proteica inicial 

fue de 10.5% debido a que tanto el camote como el amaranto se sometieron a procesamiento 

térmico, pero aún así aumentó a 40.6% por la activad enzimática. La concentración de glucosa 

también aumentó un 7%, porque la mayor parte ya estaba libre debido al previo tratamiento térmico 

del camote. Con estos resultados, se cumplió con el objetivo de la digestión in vitro, y solo la 

fracción no digerida conteniendo la fibra no digestible, se usó para fermentar en la siguiente etapa.  



40 

Cuadro 5. Análisis de sobrenadantes de digestión in vitro. 

Harina 
Proteína 

(mg/mL) 

Grado de hidrólisis 

proteica (%) 

Concentración de 

glucosa (µg/100 µL) 

Trigo s/digerir 4.28 ± 0.12* 1.5 ± 0.1* 80.0 ± 0.46* 

Trigo digerida  15.37 ± 0.36 32.9 ± 1.6 136.5 ± 2.68 

Compuesta s/digerir 13.19 ± 0.5 10.5 ± 1.0* 150.3 ± 3.35* 

Compuesta digerida 14.52 ± 0.5 40.6 ± 0.8 160.9 ± 0.67 

Prueba de t para muestras independientes, *valores p<0.05 se consideran significativos. 

 

 

En cuanto a la composición de las fracciones no digeridas que contenían el residuo fibroso, se les 

analizaron fenoles totales y flavonoides, así como nitrógeno. Los polifenoles se pueden liberar de 

la matriz alimentaria y hacerse bioaccesibles; Sin embargo, la cantidad absorbida por el intestino 

delgado es muy reducida. Por eso llegan al colon tanto los polifenoles liberados como los que 

permanecen unidos a la fibra dietaria, en donde la microbiota intestinal, los fermenta en mayor o 

menor grado. Por eso, tienen gran influencia en la proliferación de algunos géneros y especies 

microbianas, y por tanto en la producción de metabolitos benéficos para el hospedero (Hernández-

Maldonado et al., 2019).  

 

En el Cuadro 6 se muestran los resultados del análisis de fenoles, flavonoides y nitrógeno en las 

fracciones no digeribles de la harina de trigo y harina compuesta.  Tras la digestión, los fenoles 

totales se concentraron al menos 10 veces, pasando de 25 mg/100 g en la harina de trigo, a 270 

mg/100 g en el residuo fibroso que se fermentó. Debido a la naturaleza de los ingredientes en la 

harina compuesta como el amaranto y el camote naranja, aporta 33% más de fenoles y 7% de 

flavonoides, comparado con la harina de trigo. Además, las fracciones no digeribles de ambos tipos 

de harina contenían un 0.5% de nitrógeno, que pudiera provenir de proteínas complejas que se 

quedaron atrapadas en la fibra o de restos de compuestos amoniacales. En caso de que fueran 

proteínas, constituirían un 3.4% de la muestra de ensayo y trazas de compuestos activos; por tanto, 

más del 95% del residuo analizado, era fibra. 
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Cuadro 6. Contenido de fenoles, flavonoides y nitrógeno en residuo fibroso proveniente de 

harina de trigo y harina compuesta (peso seco). 

Tipo de harina 
Fenoles 

(mg AG*/100 g) 

Flavonoides 

(mg Q**/100 g) 

Nitrógeno  

(%) 

Fx de Harina de Trigo  270 69 0.455 

Fx de Harina Compuesta  359 74 0.542 

* mg de ácido gálico (determinado en base a una curva estándar de ácido gálico). 

** mg de quercetina (determinado en base a una curva estándar de quercetina). 

 

 

6.5. Extracción de ADN Genómico en Heces 

 

 

Se determinó la cantidad y calidad de ADN de las muestras fecales de los participantes (Cuadro 7). 

En 8 muestras la concentración de ADN extraído fue mayor a 30 ng/µL, cantidad suficiente para 

los estudios de microbiota. Además, la relación de absorbancia 260/280 de dichas 8 muestras indica 

pureza óptima, debido a que se encuentran dentro del rango (1.8-2). De las muestras 6 y 8 se obtuvo 

menor concentración de ADN, así como absorbancias fuera del rango, lo que indica posible 

contaminación por proteínas. Sin embargo, al cargarlas a la PCR, no hubo problema en su análisis 

mediante qPCR, por lo que no se repitió la extracción de ADN. 

 

                                                  Cuadro 7. Concentración de ADNg en heces  

Muestra 
Concentración 

ng/µL 
260/280 

1 32.75 2.26 

2 31.95 2.50 

3 31.15 2.19 

4 41.45 2.23 

5 59.8 1.93 

6 16.25 3.70 

7 80.65 2.18 

8 21.55 3.27 

9 51.8 2.02 

10 54.5 2.03 
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6.6. Microbiota Intestinal después de Fermentación in vitro 

 

 

Los cambios cuantitativos en las poblaciones de bacterias fecales por patrón alimentario, derivados 

de la fermentación in vitro con residuo fibroso HT o HC en el tiempo 12 y 24 h, se presentan en la 

Figura 1. El panel A corresponde a los cambios influenciados por el residuo fibroso HT y el panel 

B por el residuo fibroso de HC. En los cultivos adicinados con HT (A), empezando por la 

abundancia de Bacteroides, fue similar en el patrón saludable a las 12 y 24 h; Mientras que en el 

patrón ultraprocesado, se redujo significativamente (p<0.05) en el mismo periodo. En ninguno de 

los dos patrones dietarios, se presentaron cambios en este género respecto a la proporción antes de 

la fermentación (Cuadro 3). El residuo fibroso HT no tuvo efecto en la acumulación de 

Ruminococcus bromii durante la fermentación, en donde no se observaron diferencias en ninguno 

de los dos patrones dietarios. En cambio, la acumulación de Prevotella fue significativamente 

menor (p<0.05) en el patrón ultraprocesado que en el saludable. Además, disminuyó 

significativamente (p<0.05) entre las 12 y 24 h de fermentación, en el patrón saludable.  
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Figura 1. Abundancia relativa de Bacteroides, Ruminococcus bromii y Prevotella en heces de 

acuerdo a patrón dietario y residuo fibroso. Panel A: harina de trigo (HT), Panel B: harina 

compuesta (HC) . 

Prueba Tukey-Kramer. Diferencias por panel, p<0.05, indicada por literales diferentes. 

 

 

La acción del residuo fibroso HC (panel B) sobre las bacterias en las heces de ambos patrones 

dietarios, mostró mucha variabilidad. La acumulación de Bacteroides fue muy alta a las 12 h de 

fermentación en ambos patrones, de hecho, hubo aumento significativo (p<0.05) de un 50% 

respecto a la acumulación antes de la fermentación. En ambos casos, la disminución entre las 12 y 

24 h, fue significativa (p<0.05), reduciéndose hasta 5 y 7%. Ruminococcus bromii, permaneció 

casi igual en ambos patrones dietarios, entre las 12 y las 24 h, con acumulación ligeramente menor 

en el patrón ultraprocesado que en el saludable, pero sin ser significativa. La acumulación de 



44 

Prevotella, que ya era significativamente menor (p<0.05) en heces del patrón ultraprocesado que 

en el saludable (Cuadro 3), mantuvo dicha diferencia a las 12 h y decayó significativamente a las 

24 h de fermentación, en las heces de ambos patrones dietarios.  

 

Comparando el efecto entre tipo de residuo fibroso HT y HC (panel A vs panel B), en general el 

efecto de la fuente de fibra en las bacterias analizadas fue el mismo, presentaron valores más altos 

a las 12 h de fermentación, respecto a 24 h. Este comportamiento se puede atribuir a que las fuentes 

de nutrientes en los residuos fibrosos para la fermentación microbiana se agotan, provocando la 

disminución de la proliferación bacteriana por la ausencia de sustrato. Por su parte Bacteroides 

presentó mayor abundancia en los dos patrones dietarios independientemente del residuo fibroso, 

sobre todo del patrón ultraprocesado como se muestra en la Figura 1. La abundancia de Bacteroides 

que ya era mayor al 23% en la microbiota en las heces del patrón ultraprocesado, aumentó con la 

fermentación con residuo HC, posiblemente modulada por los carbohidratos que se liberaron de la 

matriz fibrosa, por la acción fermentativa de la Microbiota (Kovatcheva-Datchavy et al., 2015) 

 

Otros estudios, donde fermentan residuos fibrosos provenientes de leguminosas, cereales o frutos, 

describen que las mismas bacterias cuantificadas por nosotros, tienden a proliferar durante las 

primeras 24 horas de fermentación. Algunos autores discuten que sus resultados son dosis 

dependiente fibra/bacteria o toman en cuenta la proliferación de dos bacterias juntas como 

Bacteroides-Prevotella, sin considerar la afinidad por la fibra u otro tipo de sustrato (Kristek et al., 

2019; Bussolo de Souza et al., 2019; Gong et al., 2018), ni que cada género bacteriano tiene curvas 

de crecimiento y tiempos de generación distintas. Además, en los estudios citados, los autores 

tampoco consideran la alimentación de los participantes, ni la composición microbiana antes de 

someter la materia fibrosa a fermentación. Aún así, estos estudios proporcionan evidencia de que 

los residuos fibrosos modulan selectivamente la microbiota intestinal y ésta a su vez sus 

metabolitos producidos.  
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6.7. Detección y Cuantificación de Metabolitos 

 

 

De los múltiples metabolitos derivados de la fermentación por la microbiota intestinal, se separaron 

por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, en inglés), los extraídos de los residuos 

fibrosos, después de derivatizarlos con OPA para detectarlos por flurescencia. Los cromatogramas, 

como los de la Figura 2, presentaron multitud de picos; sin embargo, solo 14 picos variaron entre 

tratamientos o tiempos de fermentación y fueron los seleccionados para su análisis. Siete de esos 

picos fueron identificados como los aminoácidos: 1: glutamina (Glu), 2: serina (Ser), 4: alanina 

(Ala), 6: valina (Val), 8: isoleucina (Ile), 9: leucina (Leu) y 12: lisina (Lys). 

 

 

6.7.1. Efecto del Tipo de Residuo Fibroso y Origen de Heces 

 

 

En la Figura 2 se presentan los cromatogramas del tiempo 12 h de fermentación, en el que A: 

residuo de harina de trigo fermentada con heces de participantes con dieta saludable (HT 

Saludable), B: residuo de harina compuesta con heces de participantes con dieta saludable (HC 

Saludable). C y D llevan el mismo orden, solo que se fermentaron con heces de participantes con 

dieta ultraprocesada; así, C: HT Ultraprocesada y D: HC Ultraprocesada. 

 

Al comparar entre residuos fibrosos de HT y HC fermentados 12 h, con heces de la dieta saludable 

(Figura 2, A vs B), el pico 1 (Glu) fue menor, mientras los picos 8 (Ile) y 9 (Leu) se modificaron 

significativamente (p<0.05) antecediéndose por picos no identificados (sin codificar). Mientras 

tanto, los picos 10 a 14, que incluyen Lys, aumentaron áreas, significativamente (p<0.05). En 

resumen, se dieron cambios en metabolitos en el cromatograma, debido al tipo de residuo 

fermentado HT o HC, con heces del grupo saludable.  
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Figura 2. Cromatogramas de los metabolitos producidos a las 12 h de fermentación, de los 

residuos fibrosos de harina de trigo (HT) y harina compuesta (HC) por la microbiota fecal 

participantes de los patrones dietarios saludable y ultraprocesdo. A: HT dieta saludable, B: 

HC dieta saludable, C: HT dieta ultraprocesaday D: HC dieta ultraprocesada. 

 

 

Comparando el cromatograma de la Figura 2 recuadro C con el D, para evaluar el efecto del tipo 

de residuo fibroso, fermentado con heces de participantes con dieta ultraprocesada, los cambios 

fueron mucho más notorios que cuando las heces provenían de dieta saludable (A y B). Diez de los 

14 picos tuvieron su área significativamente mayor (p<0.05) en la fermentación con HC. Estos 

fueron, del 3 al 9 y del 11 al 13, incluyendo los aminoácidos Ala, Val, Ile, Leu y Lys. Se podría 

inferir la acción de bacterias proteolíticas que proliferaron, en solo 12 h, provenientes de heces de 

una dieta con exceso de proteína, que no se alcanzó a digerir y/o absorber en el intestino delgado 

y que podría haber sido hasta de 3.4% del residuo fibroso HC (Cuadro 6). 

 

En cuanto a los efectos debidos a las heces usadas en la fermentación (de dietas saludable o 

ultraprocesada), se observan varios cambios entre el cromatograma A y el C de la Figura 2, ambos 

con residuo HT. Las áreas de los picos 1, 3, 4 y 13 fueron menores (p<0.05) en C, mientras que 2 

y 11 fueron mayores (p<0.05) en A. El resto de los picos, mantienen áreas sin cambios 

significativos (p>0.05). Entre los aminoácidos identificados, Glu y Ala disminuyen, cuando Ser 
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aumenta, debido a la fermentación con heces de los participantes con dieta ultraprocesada, en 

comparación a dieta saludable. 

 

En resumen, el residuo fibroso de HC fue usado en la fermentación por las bacterias de las heces 

de cualquiera de los dos patrones dietarios, para producir principalmente aminoácidos de cadena 

ramificada (Leu, Ile y Val), así como lisina (Lys). Muy notorio en el panel D: HC ultraprocesado, 

fue el aumento de los picos 4 y 5, correspondientes a alanina (Ala) y otro compuesto nitrogenado 

no identificado. 

 

 

6.7.2. Efecto del Tiempo de Fermentación 

 

 

En la Figura 3 se presentan los cromatogramas de la fermentación de harina compuesta (HC) con 

heces de dieta saludable, a los 0, 12 y 24 h (recuadros A, B y C). En la misma Figura, en los 

recuadros recuadros D, E y F, se muestra el resultado de fermentar la misma HC con heces del 

patrón dietario ultraprocesado, durante 0, 12 y 24 h. 

 

Las heces provenientes del patrón saludable indujeron cambios en el perfil de metabolitos a lo largo 

del tiempo (Figura 3, recuadros A a C). Los picos 1 (Glu) y 14, decrecieron significativamente 

(p<0.05) conforme pasó el tiempo. Mientras tanto, los picos 2 (Ser) y 5 decrecieron un poco a las 

12 h y aumentaron significativamente a las 24 h (p<0.05). En cambio, el pico 4 (Ala) y los picos 

del 6 al 13, que incluyen Val, Ile, Leu y Lys, aumentaron significativamente (p<0.05) a las 12 h y 

decrecieron después de 24 h de fermentación.  

 

En el caso del efecto de las heces del patrón ultraprocesado sobre el residuo fibroso HC (Figura 3 

cromatogramas del D al F), las áreas sin cambios significativos (p>0.05) fueron las de los picos 1 

(Glu) y 14. En estos cromatogramas, se observó un comportamiento similar al descrito antes para 

los recuadros A al C de fermentaciones con heces del patrón saludable. Los picos del 2 al 13 (Ser, 

Ala, Val, Ile, Leu, Lys y otros no identificados), aumentaron sus áreas significativamente (p<0.05)  
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a las 12 h de fermentación, a excepción de los picos 10 y 11. En el tiempo 0, el pico 10 sobresale, 

caso contrario a las 12 y 24 h de fermentación, donde el pico 11 aumentó y el 10 decreció.  

 

Independientemente del origen de las heces usadas en la fermentación, se nota el mismo 

comportamiento en la mayoría de los metabolitos, los cuales aumentaron significativamente 

(p<0.05) a las 12 h, decreciendo en general, a las 24 h. Esto, se pudo deber al agotamiento del 

sustrato, que impidió a las bacterias en la microbiota de las heces continuar su proliferación, como 

se muestra en la Figura 1 para Bacteroides y Prevotella. 

 

 

 
Figura 3. Cromatogramas de los metabolitos producidos a las 0, 12 y 24 h de fermentación, 

del residuo fibroso de harina compuesta (HC) con las heces de participantes de los patrones 

dietarios saludable o ultraprocesado. A: 0 h, dieta saludable; B: 12 h, dieta saludable; C: 24 h, 

saludable; D: 0 h, dieta ultra-procesada; E: 12 h, dieta ultraprocesaday F: 24 h, dieta ultraprocesada. 
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El tipo de bacterias y los diversos metabolitos provenientes de la fermentación forman un 

microambiente intestinal. La alteración en cantidad y naturaleza de los metabolitos respecto a un 

perfil saludable podría causar diversos problemas intestinales en el hospedero (Ahluwalia et al., 

2021). Los resultados de nuestro estudio se caracterizan por un aumento en la concentración de los 

aminoácidos escindidos, sobre todo en las fermentaciones con heces de los participantes que llevan 

una dieta inclinada al consumo de ultraprocesados y alimentos altos en proteínas. Por esto, aumenta 

el catabolismo proteico por acción de las bacterias como Bacteroides spp, que resultaron 

predominantes en la microbiota, como se comentó en la descripción inicial de las heces de los 

participantes con dieta ultraprocesada, en el presente estudio.  

 

La alteración en la concentración de los aminoácidos como alanina, glicina, prolina, así como los 

aminoácidos de cadena ramificada (valina, isoleucina y leucina), pueden estar implicados en 

alteraciones fisiológicas como el síndrome metabólico y síndrome de intestino irritable (Ahluwalia 

et al., 2021). Así mismo, Pedersen et al. (2016), encontraron asociación entre la producción de 

aminoácidos de cadena ramificada y resistencia a la insulina, con Bacteroides vulgatus y Prevotella 

copri como las principales especies involucradas. En un estudio con roedores alimentados con una 

dieta alta en grasa, pero suplementados con un compuesto bioactivo extraído de cítricos, se alivió 

la disbiosis, lo que a su vez reguló la síntesis de aminoácidos ramificados. Además, disminuyó el 

tejido adiposo en los roedores (Zeng et al., 2020).  

 

Lo anterior destaca la importancia de la harina compuesta rica en polifenoles derivados del camote 

naranja, probada en nuestro estudio. Sin embargo, debe considerarse que los metabolitos generados 

a partir de estos sustratos, dependerán de la composición de la microbiota intestinal de cada 

individuo. Quizás, por esto, en nuestros resultados se observó un incremento en los aminoácidos 

de cadena ramificada, incluso en la fermentación de la HC. Es decir, en una persona con disbiosis 

como los del patrón ultraprocesado en nuestro estudio, inicialmente la fermentación en colon de la 

HC conduciría a un incremento en la producción de aminoácidos de cadena ramificada. No 

obstante, si se siguiera consumiendo la HC, los compuestos bioactivos a su vez podrían actuar 

modulando la microbiota y corrigiendo la disbiosis. Una limitante de nuestro estudio, que no nos 

permitió observar este efecto, fue que el período de fermentación fue de tan solo 24 h.  
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Por su parte, se ha probado que distintos compuestos bioactivos tienen potencial en la modulación 

de la microbiota intestinal (Tomás-Barberán et al., 2016; Zeng et al., 2020). Así, en individuos con 

eubiosis, la HC contribuiría a la manutención de este balance. En este modelo, aunque exista la 

producción de aminoácidos de cadena ramificada, también se encuentran especies capaces de 

transportarlos y absorberlos, tales como Butyrivibrio crossotus y Eubacterium siraeum (Pedersen 

et al., 2016).  

 

Los aminoácidos de cadena ramificada encontrados en este estudio, son aminoácidos 

indispensables. Por lo tanto, su producción controlada por una microbiota intestinal equilibrada, 

podría beneficiar desde el punto de vista nutricional al hospedero. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 

Debido a que el análisis de la microbiota fecal fue limitado ya que solo se analizaron 

Bacteroides spp, Prevotella spp y Ruminococcus bromii, los efectos observados lo son también. Se 

dio un aumento significativo de Bacteroides a las 12 h de fermentación, disminuyendo a las 24 h, 

independientemente del tipo de residuo analizado y de la fuente de las heces. R. bromii permaneció 

sin cambios. Por su parte, Prevotella solo permaneció sin cambios durante 12 h, disminuyendo a 

las 24 h, en el patrón ultraprocesado cuando se fermentó el residuo de la harina compuesta, mientras 

que en el de la harina de trigo desapareció casi por completo desde las 12 h. Aparentemente la 

fuente de nutrientes se agotó en las primeras 12 h de fermentación y no hubo remanente para 

mostrar cambios a más largo plazo. 

 

En cuanto a los metabolitos derivatizables con OPA (con grupos amino primarios), se puede inferir 

que los aminoácidos sí fueron producidos por la microbiota completa. Lo más interesante, fue un 

aumento significativo de aminoácidos de cadena ramificada y lisina, a las 12 h de fermentación, a 

partir del residuo de harina compuesta, en comparación a los de harina de trigo. Esto, pudiera ser 

positivo o negativo dependiendo de la composición de la microbiota que realiza la fermentación. 

Positivo porque son aminoácidos indispensables, que no puede producir el organismo sino que se 

toman de los nutrientes y en este caso, los produjeron las bacterias de la microbiota, a través de la 

fermentación del residuo fibroso de harina compuesta de trigo, amaranto y camote. En cambio, 

podría ser negativo si hay disbiosis de la microbiota y los aminoácidos de cadena ramificada se 

producen en exceso, pudiendo conducir a síndrome metabólico, entre otros problemas de salud. 

 

Así, los hallazgos apoyan la incorporación de fuentes ricas en fibra y compuestos bioactivos a la 

formulación de productos de panadería, como herramienta para mejorar o mantener la salud 

gastrointestinal a través de la modulación de la microbiota intestinal y sus metabolitos. 
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