UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Propiedades Antihipertensiva y Antimutagénica del
Frijol Comun (Phaseolus vulgaris L)
Bioprocesado por Fermentacion en Estado Soélido

TESIS

Que presenta

Melissa de Jesus Vega Burgueiio

Para obtener el grado de

MAESTRA EN CIENCIA

Y
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
Directores

Dr. Roberto Gutiérrez Dorado
Dr. Luis Martin Sanchez Magaiia

Culiacan, Sinaloa, México Febrero de 2018



Este trabajo fue realizado en el laboratorio de Bioprocesos y Alimentos
Funcionales de la Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Facultad
de Ciencias Quimico Bioldgicas y el laboratorio de Investigacion 2 de la Unidad
Académica de Ciencias de la Nutricion y Gastronomia de la Universidad Auténoma
de Sinaloa, bajo la direccion del Dr. Roberto Gutiérrez Dorado y el Dr. Luis Martin
Sanchez Magafa y la asesoria del Dr. Cuauhtémoc Reyes Moreno, Dr. Francisco
Delgado Vargas y el Dr. Francisco Cabrera Chavez. Melissa de Jesus Vega
Burguefio recibié beca de posgrado por parte del Consejo Nacional de Ciencia y

Tecnologia (CONACYT).



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de Culiacan, Sinaloa, el dia 08 del mes de febrero del afio 2018, la que suscribe

LN. Melissa de Jesis Vega Burguefio, alumna del Programa de Maestria en Ciencia y

Tecnologia de Alimentos con nimero de cuenta 0717129-3, de la Facultad de Ciencias

Quimico-Biol6gicas, manifiesta que es autora intelectual del presente trabajo de Tesis bajo la

direccion del Dr. Roberto Gutiérrez Dorado y Dr. Luis Martin Sanchez Magafia y cede los

derechos del trabajo titulado “Propiedades Antihipertensiva y Antimutagénica del Frijol Comiin

(Phaseolus vulgaris L) Bioprocesado por Fermentacién en Estado So6lido”, a la Universidad

Auténoma de Sinaloa para su difusion, con fines académicos y de investigacion por medios

impresos y digitales.

La Ley Federal del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México)
protege el contenido de la presente tesis. Los usuarios de la informacion contenida en ella
deberan citar obligatoriamente la tesis como fuente, donde la obtuvo y mencionar al autor
intelectual. Cualquier uso distinto como el lucro, reproduccion, edicion o modificacion, sera

perseguido y sancionado por el respectivo titular de los Derechos de Autor.

HVQ\RSSO\ \)Q%a Vi

Nombre completo y firma

Melissa de Togls \)}ao)q Buiqeno

Escaneado con CamScanner



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autdnoma de Sinaloa, a través de la facultad de
Ciencias Quimico biologicas, por haberme aceptado en la Maestria en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos, al igual que a todos los maestros que la conforman por
todo el aprendizaje, las experiencias y exigencias a lo largo de estos dos afios, no
fue nada facil volver a ser una estudiante y lo disfruté muchisimo. Asimismo,
agradezco a mis comparfieros de generacion por los momentos compartidos.

Al Dr. Roberto Gutiérrez por aceptarme en su grupo de trabajo y poner en
mis manos este proyecto de investigacion. Agradezco su paciencia y todos los
conocimientos aprendidos que sin duda han contribuido a mi desarrollo
profesional, asi como también al Dr. Luis Martin Sanchez, por guiarme de igual
manera en este proyecto.

A la Unidad Académica de Ciencias de la Nutricién y Gastronomia vy al
Dr. Francisco Cabrera, por permitirme realizar el trabajo experimental en el
bioterio del laboratorio de Investigacion I, al igual que a Giovanni, Paty, Gilberto,
Jesus, Ricardo, Saul y Cristina por su compafierismo y por el apoyo brindado.

Al Dr. Francisco Delgado y su equipo de trabajo por el apoyo otorgado
para la realizacion del trabajo experimental.

A mis compafieros del Laboratorio de Bioprocesos y Alimentos
Funcionales. Dra. Xiomara, gracias por ser una pieza clave en la realizacion de
este proyecto y por todo el apoyo brindado. Daniel, esta tesis no hubiera sido
posible sin tu ayuda. Gracias por todos los conocimientos acerca del mundo de los

experimentos in vivo y de cdmo sobrevivir a una tesis de maestria. Gracias por no



solo ser un compafiero de trabajo, sino también un amigo. Fernando, mafren

gracias por ser el papa de los pollitos, por todo tu apoyo a lo largo de este
recorrido. Espero que sepas lo valiosa que es para mi tu aportacion a este logro
académico. Mario, gracias por tu apoyo y por ayudarme a mantener la cordura en
las ultimas semanas de trabajo en el bioterio. A mis demas comparieros, Celeste,
Denisse, Yazmin, Luisa Fernanda, Demis y Martin por hacer mas agradable mi
estadia en el laboratorio.

A mis amigas, Malenny, Blanca y Maria Fernanda. Sin dudarlo son lo
mejor que me ha dado esta travesia, gracias por todo el apoyo, por las aventuras,
los momentos compartidos y sobre todo por su amistad, las quiero muchisimo
mafrens.

A mis padres Oscar y Marlen, por ser mis pilares, por su apoyo
incondicional, por su amor y por siempre creer en mi. Espero poder regresarles
todo lo que me han dado, los amo muchisimo. A mi hermano Oscar Daniel, al
igual eres un pilar importante en mi vida, gracias por hacer mis dias mas
divertidos, te adoro. A mis tias y primos Macrina, Olga, Juan Pablo y JesuUs
Daniel, por su apoyo y por siempre estar presentes en los momentos mas
importantes de mi vida. A la familia Mendoza Liera, mi familia, gracias por todo su
apoyo y su carifio.

A mi amiga Jenie, porque me sigues guiando desde donde estés. Porque
cada logro mio, también es tuyo. Te quiero carnalita.

Por ultimo pero no menos importante, a mi esposo Carlos. Tu apoyo ha

sido el mas importante en este camino. Gracias por siempre alentarme a luchar



por lo que quiero, y por estar juntos de la mano en mis triunfos y tropiezos.
Gracias por escucharme, por siempre estar dispuesto a ayudarme, por siempre
sacarme una sonrisa, por tu amor, por tu paciencia, por todo. Td, Yuya, Kona y

nuestro bebé son el motor de mi vida, te amo muchisimo.



INDICE

. RESUMEN ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e nn e e e e ennnns 1
LY = A I A PP 3
I, INTRODUGCCION ..ottt ettt 5
IV. REVISION BIBLIOGRAFICA .....cooiiiiiiiiiiieiieieie ettt 8
AL ESIIES OXIOALIVO .....eveieieeiee ettt e e et e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e nana 8
1. RAICAIES lIDIES ... 8
2. Dafios por ERO a biOMOIECUIAS ...........uuiiiieiiiiieecie e 9

= T I o] T [ 1 PP PPPPRPP 9

(TR (0] (=] F= 1P EPUTPR 9

C. ACIHOS NUCIBICOS ...ttt 10

B. Enfermedades cronico degenerativas ............ccccoevvveuuiiiiiieeeeeeeeeee e 10
I o 1T T=T 8 1= 0 5] o o PP 11
A. GENETANAAUES .......eiiiiiiiie et e e e e e e 11

[ TS Te] o= 1o [0 To | - PP PTRPRRRRPR 12

c. Estrategias para controlar la presion arterial...............oouieiiiiieeeiiiieicei e 13

1) Medicamentos comercialmente disponibles ... 13

2) Fitoquimicos con propiedades antihipertensivas ...........cccccccceeeeeeeeeeeeeeiiicce e, 14

A OF- 1o o1 ST TP PPPP PP 15



s T 1= g (=] €= L To F=To [T TR 15

b. MUtagénesiS Y CArCINOGENESIS .....ccieiiiiiiiiiiiiiiie e e ettt e e e e e e e e e 16
C. AlImentos fUNCIONAIES...........cooiiiiiiii e 18
R B L= {1 [ox o] o TP PPPPPPPP 18
2. AlIMENTOS NUITACEULICOS ......eveviiiieeiieiiiiiie ittt e e e e 19
3. ComMPpPUESIOS aNtiOXIAANTES ........ccceviiiiiiiiie e e e e e e e e e e 19
D. Frijol (Phaseolus VUIGAriS L) ......cooiiiiiiiiiiiiii e 20
L OGN e 20
P2 o (0T U Toto] o o [P PRPPRT 21
3. Estructura del grano de frijol ..........oouiiiii i 21
v/ OTo] 0] 0T 1S (o o] 0 o [V 1] 1.4 o= USSR 24

B PrOEING ... 26

1) Calidad de 1a ProteiNa...........eeeiiiei i 26

b. Hidratos de CarbOon0..........ooooviiiiiiiiiiiiie e 27

C. AIMIAON ESISIENTE. .....eiiiiiiii it a e e e 28

d. Fibra dietaria tOtal ...........coooiiiiiiiee e 28

€. LIPIAOS .o e e e aaaaaaara 29

. VItamMINAS Y MINEIAIES ... ..uuuiiiiiiiiiiiiiiii bbb naenae 30
5. Fitoquimicos del frijol .......oooiiiiiii 30

a. Compuestos fenolicos €n el frijol ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 31

Vi



1) ACIAOS TENONCOS. ... ..cveieeecee ettt ettt e ettt este e e teeraeeteanens 33

2) FIAVONOIAES ..o e e e e e e e e e s 33
Q) ANTOCIANINGAS ....eeeieeeiiie e et e e e e e e e et e it e e e e e e eeeeaabas e e e eeeeeeeessnnnnaeeeeeeeeennes 34
o) I 1Yo 1 =AY o = 13U 34
G TR = U110 SRR 35
6. Factores antinutricionales del frijol COmMUN ...........cccooiiiiiiiiiii e 36
7. Actividad antioxidante del frijol...........ooooiiii 38
8. Propiedades nutracéuticas de los fitoquimicos presentes en el frijol ..................... 39
A ANTINIPEITENSIVA ...ttt bbe e nnenaes 39
(o AN g 11 101 = Vo= ] (- U 39
D. Fermentacion en estado SOlAO (FES) .......coiiiiiiiiiiiiiiiee e 40
1. GENEIAlIAAAES. ...t 40
P2 =] 1] oL 41
o T OF= - (o1 (] 5= LU UR S OOUPERRPR 41
D, SUSIIALO ... e 42
Co INOCUIO .ttt e e e e e e a e e e e e 42
3. Manufactura del tEMPE .......coooiii e 43
a. Limpieza / remojo / descasCarillado ..............uuuuuuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 45
b. Coccion parcial / drenado / enfriado ...........ooovvviiiiiiiiiiiiiiiii 45
(o3 s To Tox U | F=Tod [0 ] o H 45

Vii



d. Contenedor de FES/INCUDACION ... ..o 46

4. Cambios quimicos durante la produccion del tempe ..........cceeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeenenn. 46
A PrOtEINGS .ot a e 46
b. Hidratos de CarbonO..........cceiiiiiice e 47
o3 I o o o 1SRRI 47
d. VItaminas Y MINEIAIES........ccoiviiiiiiii e e e et e e e e e eeanes 48
5. Efecto de la FES sobre el valor nutricional del sustrato................ccccvvvveeiieennnnnns 48
a. Valor bioldgico de 1aS ProteiNas........coouiiiiiiiiiiiiee e 48
D. DIgestiDIlAad .........coooiiiiiiiii 48
C. Perfil de amiNOACIHOS ..ot 50
6. Efecto de la FES sobre perfiles fltoqQuimICOS .........cccooeiiiiiiiiiiiiiiieecceece e 50

7. Efecto de la FES sobre propiedades nutracéuticas de los fitoquimicos

Presentes €N €1 SUSIIALO.........ciiii e e e e e e e 50

a. Capacidad antiniPErtENSIVA. ..........uuuueeiiiiiiiiiiiiiiee bbb 50

b. Capacidad ANtIMUEAGENICA .......euveiieeeeiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e aes 51

V. JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt ettt e eee e 54
VI HIPOTESIS .ttt bbbttt 55
VI OBJIETIVOS .. ettt e et et e e e et e e e eea e e e e eaaaaeaeees 56
A OBJIETIVO GENERAL ...t e e e s 56
B OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooiiiiieieeee ettt 56

viii



VIIl. MATERIALES Y METODOS .......ocoiiiieieecte e ettt ene e o7
A MATERIALES ... et e e e e s 57
3 ] 51 L TP 57

1. Preparacion de harina de frijol comun bioprocesada (HFCB)............ccccvvvvvvvnnnnn. 57
a. Preparacion del SUSIIALO ...........uuuiiiie e e e e e e e e eeenes 57
D. INOCUIO .. e e e e e e 58
C. FEIMENTACION ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e anns 58
2. Obtencion de los extractos fendlicos de HFCC y HFCB..........cooooiiiviiiiiiiieeeennens 58
a. Extraccion de fenOliCoS lDreS ...t 58
b. Extraccion de fenodlicos ligados..........ccooveeeiiiiiiiiiicie e 59
3. Determinacion de la actividad antihipertensiva de HFCC y HFCB ...................... 59
a. Ensayos in vitro para determinar actividad inhibitoria de la ECA..............ccccee. 59
b. Ensayos in vivo para determinar capacidad antihipertensiva ...........cc.cccccceeeee.... 60
4. Determinacién de la actividad antimutagénica in vitro de HFCC y HFCB............ 61

IX. RESULTADOS Y DISCUSION ....ccoooviieieiieciecteceee e ee e, 64

A. Potencial antihipertensivo de harinas de frijol comun variedades Azufrado

Higuera y Negro Jamapa crudo y bioprocesado ...........c.uevveeviiiiieeiiiiiiieeeeice e 64

1.

Potencial antihipertensivo in-vitro (inhibicion de ECA por extractos fendlicos

(=X =1 10NV =101 =) WU 64



2. Potencial antihipertensivo in-vivo (Analisis del efecto de extractos fendlicos
de HFCC y HFCB sobre la presién arterial sistélica (PAS) en ratas

espontaneamente NIPErtENSAS) .......uuuuuuuurrrrriiiiiiiiiiiieirir . 78

a. Efecto de la administracién de extractos fendélicos de harinas de frijol comuan
sobre la PAS en ratas espontaneamente hipertensas a diferentes tiempos

posteriores a la adminiStraCion ...........ccovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 80

b. Efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de extracto y dosis
administrada sobre la disminucion de PAS en REH suplementadas con

extractos fendlicos de harinas de frijol COMUN ............cooviiiiiiiiiiiiie e, 91

B. Potencial antimutagénico in vitro de harina de frijol comun (variedades Azufrado

Higuera y Negro Jamapa) crudo y bioprocesado..............uueeiiieeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeennns 101
X. CONCLUSIONES ...ttt e e e e e e e e e e e e e ennnns 115
XEBIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt et e e eaeenas 117
ABREVIATURAS ..t e et e e e e et e e e e e aaa e e e eaban s 138



INDICE DE CUADROS

Cuadro Descripcion Pag.
1 Principales productores de frijol a nivel mundial 22
2 Principales estados productores de frijol en México 23
3 Composicion quimica y valor nutrimental del frijol comun 32
4 Fitoquimicos presentes en frijol comun 37
5 Microorganismos utilizados para la FES 44
6 Efecto de la fermentacién en estado sélido sobre la composicion 57
quimica y valor nutrimental de leguminosas

K Efecto de la fermentacion en estado soélido sobre los niveles de 53
fitoquimicos en leguminosas

8 Valores de ICsp y porcentaje de inhibicion de la enzima convertidora 65
de angiotensina en extractos fendlicos de frijol comun.
Efecto del proceso, variedad y tipo de extracto sobre el valor de ICsg

9 de extractos fendlicos de frijol comun variedad Azufrado Higuera 'y 69
Negro Jamapa
Efecto del proceso y la interaccion variedad * extracto sobre el valor

10 de ICso de extractos fendlicos de frijol comun variedad Azufrado 70
Higuera y Negro Jamapa
Efecto de extractos fenodlicos de harinas de frijol comun crudo y

11 bioprocesado, a una dosis de 50 mg/kg sobre la presion arterial 82
sistolica (mmHg) en ratas espontaneamente hipertensas a diferentes
tiempos posteriores a su administracion.
Efecto de extractos fendlicos de harinas de frijol comun crudo y

12 bioprocesado, a una dosis de 150 mg/kg sobre la presion arterial 84
sistélica (mmHg) en ratas espontaneamente hipertensas a diferentes
tiempos posteriores a su administracion.
Efecto de extractos fendlicos de harinas de frijol comun crudo y
bioprocesado, a una dosis de 250 mg/kg sobre la presion arterial

13 o . : . 86
sistolica (mmHg) en ratas espontaneamente hipertensas a diferentes
tiempos posteriores a su administracion.
Efecto de extractos fendlicos de harinas de frijol comun crudo y
bioprocesado, a una dosis de 500 mg/kg sobre la presion arterial

14 o . : . 88
sistolica (mmHg) en ratas espontaneamente hipertensas a diferentes
tiempos posteriores a su administracion.
Valores de APAS a las 6 h de la administracion de diferentes dosis

15 (50, 150, 250, 500 mg/kg) de extractos fendlicos libres y ligados, de 92
harinas de frijol comun crudo y bioprocesado
Efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de extracto y

16 dosis administrada sobre la disminucion de PAS (APAS mmHg) en 94
ratas espontaneamente hipertensas.

17 Efecto de las variables proceso, variedad de frijol y dosis 95

administrada sobre la disminucion de PAS (APAS mmHg) en ratas

Xi



18

19

20

21

espontaneamente hipertensas.

indice de mutagenicidad y nimero de revertantes/plato de extractos
fendlicos de frijol comun.

Porcentaje de inhibicion de mutagenicidad de extractos fendlicos de
frijol comun.

Efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de extracto y
sus interacciones sobre el porcentaje de inhibicion de mutagenicidad.
Efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de extracto y
la interaccion de las variables variedad * tipo de extracto sobre el
porcentaje de inhibicion de mutagenicidad.

102

103

105

106

xii



INDICE DE FIGURAS

Fig.

Descripcion

Péag.

[ —

~N o

10

11

12

13

14

15

16

Estructura del grano de frijol comdn

Diagrama de flujo de para la fermentacion en estado solido de frijol
comun

Curva dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion respecto a
diferentes dosis evaluadas de extractos fendlicos de frijol comuan
variedad Azufrado Higuera crudo y bioprocesado

Curva dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion respecto a
diferentes dosis evaluadas de extractos fendlicos de frijol comun
variedad Negro Jamapa crudo y bioprocesado.

Diagrama de Pareto de los efectos principales e interacciones. A:
Proceso, BC: Interaccion variedad de frijol * extracto sobre el
valor de ICsp.

Efecto principal de la variable proceso sobre el valor de ICsg.
Efecto de la interaccion variedad de frijol * extracto sobre el valor
de ICso.

Efecto de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comun crudo
y bioprocesado a una dosis de 50 mg/kg, sobre la presién arterial
sistélica (mmHQ) en ratas espontdneamente hipertensas.

Efecto de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comdn crudo
y bioprocesado a una dosis de 150 mg/kg, sobre la presion arterial
sistdlica (mmHg) en ratas espontdneamente hipertensas.

Efecto de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comun crudo
y bioprocesado a una dosis de 250 mg/kg, sobre la presion arterial
sistélica (mmHQ) en ratas espontdneamente hipertensas.

Efecto de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comdn crudo
y bioprocesado a una dosis de 500 mg/kg, sobre la presion arterial
sistélica (mmHg) en ratas espontdneamente hipertensas.

Efecto de las variables proceso, variedad de frijol y dosis, asi como
las interacciones proceso * variedad de frijol, proceso * dosis,
variedad * tipo de extracto, variedad * dosis, tipo de extracto *
dosis y error puro sobre la disminucién de la presion arterial
sistélica (APAS) en ratas espontaneamente hipertensas

Efecto de interaccion grafico sobre la disminucion de la presion
arterial sistélica (APAS) en ratas espontaneamente hipertensas.
Diagrama de Pareto de los efectos principales e interacciones. A:
Proceso, B: Variedad de frijol, C: Tipo de extracto BC:
Interaccion variedad de frijol * tipo de extracto sobre el
porcentaje de inhibicién de mutagenicidad.

Efecto principal de la variable proceso sobre el porcentaje de
inhibicion mutagénica.

Efecto de la interaccion de las variables variedad de frijol*tipo
de extracto sobre el porcentaje de inhibicibn mutagénica.

25
49

71

73

74

83

85

87

89

96

98

107

108

109

xiii



. RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de la fermentacion en estado
sélido (FES) en condiciones optimizadas sobre las propiedades antihipertensiva y
antimutagénica de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comun variedades
Azufrado Higuera y Negro Jamapa. Para obtener harinas de frijol comun bioprocesado
(HFCB) por FES se utiliz6 el hongo Rhizopus oligosporus (1 x 10° esporas/mL) y
condiciones 6ptimas de temperatura de fermentacion: 33.5°C y 38°C, y tiempo de
fermentaciéon: 108 h y 100 h, para las variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa,
respectivamente. A partir de harinas de frijol comun crudo (HFCC) y HFCB se
obtuvieron extractos de compuestos fendlicos en sus fracciones libres y ligadas. Se
determind la actividad antihipertensiva in vitro mediante el valor 1Cso [cOncentracion de
extracto para inhibir el 50% de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA); entre mas pequefio el valor ICsp mayor efecto antihipertensivo] de ambos
extractos fendlicos mediante el kit ACE Kit-WST (A502-10). Para evaluar la capacidad
antihipertensiva in vivo de los extractos se determind la disminucion de la presion
arterial sistdlica (APAS) en ratas espontdneamente hipertensas (REH). Se
administraron 4 concentraciones de extractos fendlicos (50, 150, 250 y 500 mg/kg), y se
empled captopril (10 mg/kg) como control positivo y agua destilada como control
negativo. La actividad antimutagénica fue evaluada mediante el ensayo de Ames con
Salmonella typhimurium YG1024 vy el mutageno 1-nitropireno. La FES incremento
significativamente la capacidad antihipertensiva in vitro e in vivo del frijol comun
Azufrado Higuera y Negro Jamapa, disminuyendo los valores de ICso y APAS,

respectivamente, para ambos extractos. Los extractos fendlicos libres y ligados de



HFCB de ambas variedades de frijol, a una concentracion de 500 mg/kg, fueron los
tratamientos que causaron las mayores disminuciones en los valores de PAS (APAS=-
36.03 a -47.26mmHg) en REH, y no presentaron diferencias significativas con el
captopril (APAS= -48.61 mmHg) a las 6 h de estudio. De manera general, el efecto de
los extractos fendlicos sobre el potencial antihipertensivo in vitro e in vivo presentd un
comportamiento dosis-dependiente (a mayor concentracion o dosis de extracto
menores valores de ICsp 0 PAS). La FES también mejoro la actividad antimutagénica de
ambas variedades de frijol, aumentando el porcentaje de inhibicion de mutagenicidad
por los extractos fendlicos libres y ligados, de 43.2-50.6% (antimutagenicidad positiva)
en HFCC a 64.0-69.2% (antimutagenicidad fuerte) en HFCB. De manera general, los
extractos fendlicos de las harinas de frijol Negro Jamapa presentaron un mayor
potencial antihipertensivo in vivo que los extractos fendlicos de las harinas del frijol
Azufrado Higuera. En el caso de las actividades antihipertensiva y antimutagénica in
vitro, los extractos de fendlicos libres de la variedad Azufrado Higuera presentaron
mayor potencial de estas propiedades, mientras que los extractos de fendlicos ligados
fueron los que presentaron mayores actividades en la variedad Negro Jamapa. En
conclusién, la FES, en condiciones optimizadas, es una estrategia efectiva para mejorar
el potencial antihipertensivo y antimutagénico de frijol comun Azufrado Higuera y Negro
Jamapa. Asimismo, las HFCB representan una potencial alternativa natural para el
control de la presion arterial elevada y la prevencién de cancer en personas que sufren

0 son propensas a estos padecimientos.



II. ABSTRACT

The aim of this research was to study the effect of solid-state fermentation (SSF)
under optimized conditions on antihypertensive and antimutagenic properties of free and
bound phenolic extracts of common bean varieties Azufrado Higuera and Negro
Jamapa. To obtain bioprocessed common bean flours (BCBF) by SSF, the fungus
Rhizopus oligosporus (1 x 106 spores / mL) and optimum fermentation temperature
conditions were used: 33.5 ° C and 38 ° C, and fermentation time: 108 h and 100 h, for
Azufrado Higuera and Negro Jamapa varieties, respectively. From raw common bean
flours (RCBF) and BCBF were obtained extracts of phenolic compounds in their free
and bound fractions. The antihypertensive activity was determined in vitro by the ICs
value [extract concentration to inhibit 50% of the activity of the angiotensin converting
enzyme (ACE); the smaller the ICso value, the greater antihypertensive effect] of both
phenolic extracts using ACE Kit-WST kit (A502-10). To evaluate the in vivo
antihypertensive capacity of the extracts, the decrease in systolic blood pressure
(ASBP) in spontaneously hypertensive rats (SHR) was determined. Four concentrations
of phenolic extracts (50, 150, 250 and 500 mg / kg) were administered; captopril (10 mg
/ kg) was used as a positive control and distilled water as a negative control. The
antimutagenic activity was evaluated by the Ames test with Salmonella typhimurium
YG1024 and 1-nitropyrene mutagen. SSF significantly increased in vitro and in vivo
antihypertensive capacity of Azufrado Higuera and Negro Jamapa common bean,
decreasing ICsp and ASBP values, respectively, for both extracts. Free and bound
phenolic extracts of HFCB of both bean varieties, at a concentration of 500 mg / kg,

were the treatments that caused the greatest decreases in the SBP values (ASBP = -



36.03 to -47.26mmHg) in SHR, and did not show significant differences with captopril
(ASBP =-48.61 mmHg) at 6 h of the study. In general, the effect of phenolic extracts on
antihypertensive potential in vitro and in vivo presented a dose-dependent behavior (the
higher the concentration or the dose of the extract, the lower the ICso or SBP values).
SSF also improved the antimutagenic activity of both bean varieties, increasing the
percentage of inhibition of mutagenicity by free and bound phenolic extracts, from 43.2-
50.6% (positive antimutagenicity) in RCBF to 64.0-69.2% (strong antimutagenicity) in
BCBF . In general, phenolic extracts of common bean Negro Jamapa presented a
greater antihypertensive potential in vivo than phenolic extracts of Azufrado Higuera
variety. In the case of antihypertensive and antimutagenic activities in vitro, extracts of
free phenolics of the variety Azufrado Higuera presented greater potential of these
properties, while the extracts of bound phenolics were the ones that showed the highest
activities in Negro Jamapa common bean. In conclusion, SSF, under optimized
conditions, is an effective strategy to improve antihypertensive and antimutagenic
potential of common bean Azufrado Higuera and Negro Jamapa. Likewise,
bioprocessed common bean flours represent a potential natural alternative for the
prevention of high blood pressure and development of cancer in people who are prone

to these conditions.



lIl. INTRODUCCION

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, sin embargo, también es
fuente de radicales libres, que si no se neutralizan de forma adecuada pueden tener
efectos deletéreos sobre la funcion celular. Se ha indicado que existe "estrés oxidativo”
cuando hay una excesiva exposicion a oxidantes y/o una capacidad antioxidante
disminuida. Numerosas investigaciones han asociado el estrés oxidativo con el
desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas como cancer, diabetes mellitus y
enfermedades cardiovasculares. Dentro de estos trastornos, considerados actualmente
un problema de salud publica a nivel mundial, destaca la enfermedad cardiovascular
como la principal causa de morbilidad y mortalidad en México y el mundo. Entre los
principales factores que predisponen al desarrollo y complicacion de las enfermedades
cardiovasculares se encuentra la hipertension arterial. En México, la prevalencia de
hipertension arterial en el afio 2016 fue de 25.5%, siendo mas alta en adultos con
obesidad y diabetes (Shama-Levy y col.,, 2016). El tratamiento principal para esta
enfermedad involucra tanto tratamientos no farmacoldgicos como la terapia dietética y
cambios de estilo de vida asi como medicamentos sintéticos como los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (Chen y col., 2007). Recientemente se han
encontrado algunos inhibidores naturales de la enzima convertidora de angiotensina en
diferentes fuentes, principalmente de origen vegetal como las leguminosas. En estos
granos se ha reportado una amplia variedad de compuestos fendlicos que pueden ser

considerados compuestos bioactivos debido a su actividad antioxidante (AAox), ademas



de muchos otros fitoquimicos como flavonoides y acidos fendlicos, que han ganado

atencién como agentes antihipertensivos(Cardador-Martinez y col., 2002).

Recientemente se ha propuesto que para su consumo, el grano de frijol comun
debe someterse a diversos tipos de procesamiento. Dentro de estas alternativas
tecnologicas, la fermentacion representa un tercio del consumo total de alimentos a
nivel mundial. Se ha reportado que estos productos fermentados presentan valores de
actividad antioxidante mayores que el al grano sin procesar. La fermentacioén en estado
sélido (FES), es un proceso biotecnolégico que consiste en el crecimiento de
microorganismos sobre sustratos sélidos en ausencia, o casi ausencia, de agua libre
superficial. Sin embargo, el sustrato debe poseer la suficiente humedad para permitir el
crecimiento y la actividad metabdlica del microorganismo. Uno de los productos
elaborados a partir de este bioproceso es el tempe, un alimento de origen indonés
obtenido tradicionalmente a partir de granos de soya, realizada por hongos
filamentosos del género Rhizopus. Ademas, otras leguminosas, como el frijol comun,
han sido utilizadas para producir tempe. El incremento de la actividad antioxidante
durante la FES de granos, se ha atribuido a la liberaciébn de compuestos fendlicos
causada por la hidrélisis enzimatica realizada por el hongo. Esta reaccion cataliza la
liberacién de &cidos fendlicos y flavonoides conjugados. Muchos de estos fitoquimicos,
incrementados durante la FES, exhiben diversas propiedades nutracéuticas, como
potencial antihipertensivo y antimutagénico. En granos de frijol comun se ha reportado
qgue la FES incrementa el potencial antidiabético y antihipertensivo in vitro (McCue y
col., 2005). Asimismo, Guzman-Uriarte y col. (2013) y Rochin-Medina y col. (2015)

reportaron condiciones Optimas de FES para obtener harinas de frijol comudn



bioprocesado (HFCB), de las variedades Azufrado Higuera y Negro Nayarit, con alto
contenido de compuestos fendlicos. En estas investigaciones también se encontré que,
estos materiales fermentados exhibieron una buena actividad antihipertensiva in vitro.
Sin embargo, en la literatura no existen reportes sobre el impacto de la FES sobre el
potencial antihipertensivo en modelos in vivo y el potencial antimutagénico in vitro de
frijol coman. Es por ello que, el objetivo de este trabajo de investigacion fue estudiar el
efecto de la FES en condiciones optimizadas sobre las propiedades antihipertensiva in
vivo y antimutagénica in vitro de frijol comun variedades Azufrado Higuera y Negro

Jamapa.



IV. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. Estrés oxidativo
1. Radicales libres

En la naturaleza existe una gran cantidad de compuestos que son oxidados por
el oxigeno. Estas reacciones, denominadas de Oxido-reduccion son muy importantes
puesto que los seres vivos obtienen la mayor parte de energia libre a partir de ellas. Sin
embargo, aunque el oxigeno es imprescindible para la vida, también puede ser una
fuente de enfermedad debido a la produccién incontrolada de radicales libres. Desde el
punto de vista quimico estos se definen como todas aquellas especies quimicas que
presentan un electron desapareado o impar en su orbital exterior, confiriéndole una
gran inestabilidad (Venereo Gutiérrez, 2002). Los radicales libres son muy reactivos,
dafian las macromoléculas presentes en las células (carbohidratos, lipidos, proteinas y
acidos nucleicos) y también alteran los procesos celulares como la funcionalidad de la
membrana, produccién de enzimas, respiracion celular, entre otros (Hernandez-
Saavedra y McCord 2007).

Existe un término que incluye a los radicales libres y algunas especies no
radicalicas, pero estos participan en reacciones que llevan a la elevacion de agentes
prooxidantes y se denominan especies reactivas del oxigeno (ERO), algunas de ellas
incluyen el radical hidroxilo (HO)+, peroxido de hidrogeno (H20-), anidén superoxido (O,)
y peroxido (ROO). En una célula normal existe un equilibrio entre los compuestos
prooxidantes y la capacidad antioxidante. Cuando el aumento del contenido intracelular

de EROS sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés



oxidativo, a través del cual se induce dafio a moléculas biolégicas como lipidos,

proteinas y 4cidos nucleicos (Céspedes Miranda y col., 2000).

2. Dafios por ERO a biomoléculas

a. Lipidos

Los lipidos son las moléculas que sufren el mayor dafio debido ala peroxidacion
lipidica inducida por EROS. Estas reacciones afectan a estructuras que son ricas en
acidos grasos poliinsaturados, generando una alteracion de la permeabilidad de la
membrana celular, provocando edema y muerte celular. La peroxidaciéon lipidica o
enranciamiento oxidativo se desencadena por diversas causas, principalmente por la
naturaleza cualitativa y cuantitativa del iniciador, el contenido de acidos grasos
poliinsaturados presentes en la membrana plasmaética y la activacion de enzimas como
la glutatién peroxidasa (GSH-Prx)responsable de iniciar la cascada de reacciones que
llevan a la produccién de peréxidos organicos a partir de los acidos grasos, los cuales

son responsables de los efectos citotoxicos (Maritim y col., 2003).

b. Proteinas

Las proteinas son oxidadas en un grupo de aminoacidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina, ademas ocurre el entrecruzamiento de cadenas
peptidicas y formacion de grupos carbonilo (Berlett y Stadtman, 1997). La extraccion de
iones hidrogeno del grupo tiol de la cisteina conduce a la formacion de enlaces disulfuro
y conlleva a un plegamiento anormal en las proteinas. Esto puede conducir a una

funcién andmala o pérdida de la misma, incluso causar muerte celular (Myatt, 2010).



c. Acidos nucleicos

En relacion al acido desoxirribonucleico (ADN), se han observado fendmenos de
mutagénesis y carcinogénesis, con la consecuente pérdida de expresion o sintesis de
una proteina por el dafio en un gen especifico, provocado por la modificacion oxidativa
de las bases nitrogenadas, deleciones, fragmentaciones, reordenamientos
cromosomicos y desmetilacion de citocinas del ADN, responsables de la activacion de
genes (Wiseman y Halliwell, 1996). El dafio en genes supresores de tumores puede
ser ocasionado por la modificacién de un simple cambio de una base nitrogenada critica

de la secuencia (Valko y col., 2004)

B. Enfermedades cronico degenerativas

Las enfermedades o padecimientos pueden categorizarse como simples y
complejos, las primeras son aquellas que generalmente son resultado de alteraciones
recientes, sin modificar ampliamente la fisiologia del organismo y que requieren de un
tratamiento inmediato para su rapida recuperaciéon. Sin embargo, las enfermedades
complejas, entre las que se pueden incluir las enfermedades crénico-degenerativas
(ECD), las cuales producen una serie de alteraciones fisiopatolégicas amplias y
complejas y que requieren de un tratamiento a largo plazo para controlar la
enfermedad, sin poder evitar su progresion. El desarrollo de ECD resulta de la
interaccion de dos factores condicionantes: La predisposicion genética y los factores
ambientales o modificables, como la alimentacion y el estilo de vida (Arroyo, 2008)

Recientemente, la prevalencia de ECD ha ido en incremento. En México, estos

padecimientos predominan entre la poblacion en edad adulta y constituyen las
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principales causas de mortalidad general. La diabetes, dislipidemias y la hipertension
arterial destacan entre estos padecimientos, por su elevada prevalencia y graves
complicaciones, como son las enfermedades cardiovasculares, neoplasias, enfermedad
cerebrovascular, y las nefropatias. Estudios han posicionado al estrés oxidativo como
una de las grandes causas del desarrollo de estas enfermedades, ya que este se
presenta en diversos estados patologicos en donde ocurre alteracion celular,

contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de ECD (Gonzélez-Camafio y col., 2014)
1. Hipertension

a. Generalidades

De acuerdo a la OMS (ANO), la hipertension arterial (HTA), es definida como la
elevacion cronica de la presion sistélica, diastdlica o ambas, por encima de los valores
normales. La HTA es uno de los principales factores de riesgo para el padecimiento de
enfermedad cardiovascular, cerebrovascular y falla renal, importantes causas de
mortalidad en México (Campos-Nonato y col.,, 2013). De acuerdo a la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), la prevalencia de hipertension arterial en el
afio 2016 fue de 25.5%, siendo mas alta en adultos con obesidad y diabetes por lo que
la prevalencia de HTA en México se encuentra entre las mas elevadas en el plano
mundial (Shama-Levy y col., 2016).

Entre los factores que se han identificado y que contribuyen a la aparicion de
HTA, diversos estudios citan la edad, una alta ingesta de sodio, dietas elevadas en
grasas saturadas, tabaquismo, inactividad fisica y presencia de enfermedades crénicas

como obesidad, dislipidemias y diabetes (Pak y col., 2014).
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b. Fisiopatologia

En el organismo, la presion arterial es controlada por diferentes vias bioquimicas.
Tradicionalmente el control se ha relacionado con el sistema renina-angiotensina
(SRA). En éste, la principal fuente de renina activa en la circulacion es la secretada por
las células yuxtaglomerulares en el rifidn. El angiotensinégeno (AGI) es un glucopéptido
con un peso molecular de 60 kDa y se distribuye en numerosos tejidos, ademas de
plasma y el liquido cefalorraquideo. AGI es el Unico precursor conocido de la
angiotensina |, asi como el Unico sustrato conocido de renina. Existen varios factores
que influyen en la liberacidon de renina, incluyendo la presion de la perfusion renal, el
agotamiento de sal, y la estimulacion de B2-receptores por la aldosterona. La renina
actia sobre el angiotensindgeno (AGI) para generar la angiotensina | (Tso y Jampol,
1982). La angiotensina I, es el decapéptido liberado de la porciébn N-terminal del AGI
por la accion de la renina. La enzima convertidora de angiotensina | (ECA: EC 3.4.15.1)
es una hidrolasa dipeptidildicarboxilasa que utiliza Zn** y CI" como cofactores. Esta
enzima elimina el dipéptido C-terminal HL de la angiotensina | dando lugar a la
formacion de angiotensina Il, un potente vasoconstrictor. Finalmente, la angiotensina Il
provoca que las glandulas suprarrenales liberen aldosterona, lo que aumenta la
reabsorcion de sales y agua en el riidn, conduciendo a un aumento en el volumen de
liquido extracelular y por lo tanto al aumento de la presion arterial. Por lo tanto, la
inhibicion de la ECA tiene un efecto hipotensivo sobre el organismo (Crisan y Carr,

2000).
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La ECA también cataliza la eliminacion del dipéptido C-terminal de la bradicidina,
un potente vasodilatador que regula diversos procesos biologicos, incluyendo la
liberacion de oOxido nitrico endotelial, un vasodilatador arterial que aumenta el flujo
sanguineo renal, resultando en la formacion de fragmentos de péptidos inactivos. Por lo
tanto, al inhibir a la ECA no solo disminuye la formacién de angiotensina I, sino que
también aumenta la bradiquinina disponible, reduciendo la presion sanguinea

(Danilczyk y col.,2004).

c. Estrategias para controlar la presion arterial

1) Medicamentos comercialmente disponibles

Existe una gran cantidad de medicamentos comerciales para el control de la
hipertension arterial. Principalmente se incluyen el captopril, benazepril, enalapril y
lisoprinil, que son inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
candesartan, eprosartan e ibersartan que son inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina ll, los inhibidores de renina como aliskirén y blogueadores de canales de
calcio, como el propranolol, nadolol y metoprolol (Wolf-Maier y col., 2004). Otro tipo de
tratamiento son los diuréticos, como las tiazidas, ahorradores de potasio y antagonistas
de aldosterona, que disminuyen la cantidad de agua y sal del organismo y dilatan las

paredes de las arterias (Pepine y col., 2003).

La utilizacion de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina se ha
consolidado como uno de los tratamientos mas efectivos contra la hipertension arterial.
Sin embargo se ha revelado que el uso prolongado de estos medicamentos puede

danar el funcionamiento del sistema renal (Miinzel y Keaney 2001).
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2) Fitoquimicos con propiedades antihipertensivas

La investigacion de compuestos naturales con efecto antihipertensivo son el
presente y futuro de la investigacion dentro de la linea de alimentos funcionales, los
cuales pueden ayudar en la prevencion y tratamiento de esta patologia. En la actualidad
ha surgido el interés de identificar compuestos naturales como una fuente de inhibicion
natural de la ECA. Entre los fitoquimicos presentes en los alimentos, los compuestos
fendlicos han sido ampliamente estudiados, por su potencial antioxidante y prevencion
de enfermedades cronicas como las enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus

y cancer (Creus, 2004).

La mayoria de los acidos fendlicos forma interacciones carga-carga con el ion
zinc en el sitio activo de la ECA, via el atomo de oxigeno en la molécula carboxilada.
Estos compuestos presentan diferentes interacciones moleculares con los aminoacidos
del sitio activo de ECA, que da lugar a un complejo estable entre la molécula de acido
fendlico y ECA. Esta interaccion con el ion zinc, estabilizado por interacciones con otros
aminoéacidos en el sitio activo, puede ser causante de la actividad inhibidora de ECA
observada por los acidos fendlicos (Al Shukor y col., 2013).0tros flavonoides (rutina),
estilbenos (resveratrol), y los otros compuestos fendlicos (catecol y pirogalol) pueden
inhibir la actividad de la ECA s6lo mediante interacciones con los aminoacidos en el
sitio activo (Actis-Goretta y col., 2003). Algunos de los fitoquimicos que se destacan por
presentar actividad antihipertensiva tanto in vitro como in vivo y que se encuentran

presentes en el frijol comun son acidos fendlicos como el acido ferulico y el acido
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clorogénico, y flavonoides como kaempferol y quercetina (Duarte y col.,2001; Suzuki y

col., 2006; Paredes-Carreras y col, 2015).

2. Cancer

a. Generalidades

Los cambios demograficos, econdmicos y ambientales han repercutido en todos
los aspectos de la vida humana, y entre ellos en la incidencia de enfermedades como el
cancer. Esta patologia se define como un conjunto de neoplasias malignas de origen
epitelial, mesenquimal (sarcomas) y hematoldgico. Esta entidad, mediante un proceso
de carcinogénesis involucra diferentes mutaciones genéticas y cambios epigenéticos en
protooncogenes, genes supresores tumorales, genes de reparacion celular y
microRNAs, con el fin de conferirle un fenotipo maligno a un clon celular; es decir,
adquiere la capacidad de ser autodependiente, invadir, evadir la respuesta inmune y dar
metastasis a otras partes del cuerpo (Reuter y col., 2010). Estos cambios genéticos son
causados por la exposicion ambiental, quimica, fisica y biologica, por lo que es
considerada como una enfermedad genética multifactorial, y se ha convertido en un

problema de salud publica mundial.

En 2008, se reportaron en el mundo 7.6 millones de muertes por cancer,
representando el 13% del total de las muertes, y se posiciond como la segunda causa
de mortalidad después de las enfermedades cardiovasculares. Se calcula que para el
2030 sean 12 millones por afio y ocupe el primer lugar de mortalidad. En México, la
mortalidad por cancer representa el 13% del total de las muertes, ocupando el tercer

lugar con una tasa de 62.8 por cada 100,000 habitantes (Aldaco-Sarvide y col., 2012).
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b. Mutagénesis y carcinogénesis

La mutagénesis es el proceso por el que se genera una mutacion, ésta se define
como un cambio hereditario en el material genético. Los mutagenos son agentes fisicos
0 quimicos capaces de inducir en los seres vivos varias clases de cambios deletéreos
heredables. EI ADN celular esta organizado en genes y éstos a su vez, en
cromosomas, los cuales en los organismos superiores, se alojan en el nucleo celular.
Aunque la informacidbn genética es muy estable, las mutaciones ocurren
espontaneamente, con frecuencias muy bajas en las células que aparentemente no
estdn expuestas a agentes mutagénicos externos. Las mutaciones pueden ocurrir al
azar, por lo que no es posible predecir en cual gen o célula en particular aparecera una
mutacion. Se sabe que los tejidos tienen diferente sensibilidad a los mutagenos,
ademas, en algunos individuos, la sensibilidad hacia ciertos mutadgenos es mayor que
en otros (Diaz-Arce, 2004). Existen diversos mecanismos por los cuales se puede
desarrollar mutagénesis, como dafios en la division cromosémica, dafios en la
replicacion del ADN o fallas en la reparacion del mismo. Este Ultimo mecanismo ha sido
ampliamente estudiado y ha sido el mas relacionado al desarrollo de cancer, ya que
cuando las células con sistemas deficientes de reparacién se exponen a mutagenos, el
proceso de error en la reparacion no elimina el dafio del ADN vy replica los efectos
mutagénicos inducidos. Aunque esto puede reducir la muerte celular, causa la sintesis
de ADN mutado, y como resultado, el grado de error genético se incrementa en la

descendencia (Murphy y col., 1991).

La carcinogénesis en cambio, se define como el fendbmeno por el que un tejido

normal genera el crecimiento de tejidos nuevos, diferentes al original. Estos tejidos
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nuevos se conocen como tumores y se clasifican en benignos o malignos. Puede ocurrir
por dos causas principales: (1) El efecto de agentes externos (ambientales), o (2) Una
predisposicion genética a la formaciéon de tumores (Jones, 2003). Sin embargo,
actualmente se ha identificado una gran variedad de compuestos quimicos que pueden
inhibir la mutagénesis y el desarrollo de céancer (accibn antimutagénica o
anticarcinogénica). Muchos de estos compuestos son naturales, y se encuentran en

alimentos, predominantemente de origen vegetal (de Mejia y col., 1999).

c. Cancer y estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno inducen todas las formas de dafio en el ADN,
incluyendo la modificacion de bases, sitios de bases libres, la rotura del filamento, y
entrecruzamientos de ADN-proteina, pero el espectro especifico de los productos
depende de las especies reactivas implicadas. La caracteristica definida del estrés
oxidativo es la presencia de especies reactivas, y las células cancerosas tipicamente
generan mas especies reactivas del oxigeno que las células normales. Tanto la
sefalizacion oncogénica y la regulacion disminuida de la funcién mitocondrial en los
tumores puede contribuir a la generacion de ERO, las cuales son altamente reactivas y
probablemente contribuyen a los elevados niveles de dafio endégeno al ADN
observado en las células cancerosas (Simic, 1988). Ademas, las ERO son importantes
mediadores de la sefializacién y su presencia puede contribuir a la transformacion. Esta
bien definido que las ERO pueden dafiar el ADN gendmico. Los radicales libres, como
el radical OH causa oxidacion en el ADN, mientras que el ONOO causa tanto oxidacién

como nitracion en las bases nitrogenadas. Una de las consecuencias del dafio oxidativo
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a los nucledtidos es la generacion de mutaciones o bien, la alteracion en la expresion

de un gen (Breimer, 1990).

Algunas proteinas que reciben modificacion directa por las ERO y que influyen
en la progresion de tumores son c-Jun y c-Fos, ambas componentes del factor de
transcripcion AP-1, el cual regula la expresion de genes relacionados con proliferacion
celular y el factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB), el cual regula la expresién de
varias proteinas involucradas en las vias de supervivencia y muerte. Ademas, una
activacion incrementada del NF-kB genera un aumento en la sintesis de proteinas

antiapoptoticas como Bcl-2 (Kénigsberg y col., 2008).

C. Alimentos funcionales

1. Definicion

Un alimento funcional es aquel que contiene un componente, nutrimental o no
nutrimental, con actividad selectiva relacionada con una o varias funciones en el
organismo, con un efecto fisioldgico por encima de su valor nutricional y cuyas acciones
positivas justifican su caracter funcional. Hace aproximadamente 20 afios que se habla
de los alimentos funcionales, y su movimiento comenz6 en Japon (Olagnero y col.,
2007). En Estados Unidos aparecieron una década después, con la peculiaridad de que
dentro de sus regulaciones se requiere que el alimento sufra alguna modificacion. Sin

embargo, segun la concepcion europea, el alimento funcional debe seguir siendo un
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alimento en todo momento, es decir, debe ejercer sus propiedades funcionales

consumido como tal (Farjas-Abadia, 2003).

2. Alimentos nutracéuticos

Los nutracéuticos son sustancias bioldgicas extraidas de fuentes naturales, que
se caracterizan mediante procesos biotecnolégicos, y proveen propiedades benéficas
para la salud. A diferencia de los alimentos funcionales, estos son productos elaborados
a partir de alimentos, que comunmente se comercializan en forma de pildoras o polvos
(Biruete-Guzman y col., 2009). Los nutracéuticos pueden clasificarse de acuerdo al
nutrimento que contenga (carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas y nutrimentos
inorganicos), al compuesto quimico (fibra, Isoflavonas, antioxidantes, carotenos,
licopenos, compuestos fendlicos), y si tiene la presencia de un microorganismo benéfico

se categoriza como prebiotico (Serrano y col., 2006).

3. Compuestos antioxidantes

Si se conocen los efectos negativos que provocan los radicales libres, es mas
sencillo entender el efecto que tienen los antioxidantes sobre la salud. Estos se definen
como aquellos compuestos cuya funcion es evitar la oxidacion de sustancias que
puedan provocar alteraciones fisiolégicas, facilitar el uso fisiolégico del oxigeno por
parte de las mitocondrias para reducir los efectos del estrés oxidativo y la falta de
oxigeno, formando complejos que mitigan las reacciones productoras de radicales libres
y por consiguiente desempefiando una funcién fundamental en la prevencion de las
enfermedades derivadas del estrés oxidativo (Zamora, 2007). A lo largo del tiempo se

ha estudiado la presencia de compuestos antioxidantes en los alimentos, encontrando
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diversos compuestos en una gran cantidad de ellos. Reyes y col. (2014) desarrollaron
una bebida con propiedades nutracéuticas a base de maiz extrudido y frijol fermentado.
Esta presentd una alta actividad antioxidante y alto contenido de compuestos fendlicos,
ademas de capacidad antihipertensiva y antimutagénica altas, siendo una buena opcién
para la prevencion de enfermedades, principalmente las cronico-degenerativas (Reyes-

Moreno y col., 2014).

D. Frijol (Phaseolus vulgaris L)

1. Origen

El cultivo de frijol se considera uno de los mas antiguos. Algunos de sus
hallazgos arqueoldgicos indican que se conocia hace algunos 5000 afios antes de
Cristo. Los primeros trabajos acerca del origen del frijol se remontan a 1967, en donde
afirmaron que la forma silvestre del frijol se encuentra en Mesoamérica, principalmente
en el occidente y sur de México, a lo largo de la Sierra Madre Occidental, y de ahi se
extendio posteriormente al resto del Continente Americano, para luego ser domesticado
tanto en Mesoamérica como en Sudamérica (Hernandez-Loépez vy col,,
2013).Taxonémicamente, el frijol corresponde a la especie del género Phaseolus. Su
nombre completo es Phaseolus vulgaris L., asignada por Linneo en 1753, a la tribu
Phaseoleae, subfamilia Papilionaideae, familia Fabaceae y al orden Fabales. El género
Phaseolus incluye cinco especies domesticadas: P. vulgaris (frijol comun), P. lunatus
(frijol lima), P. acutifolius (frijol tépari), P. coccineus ssp.coccineus (frijol ayocote) y P.
dumosus = P. polyanthus (= P. coccineus ssp. darwinianus) (frijol del afio) (Ramirez y

Rangel, 2011).
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2. Produccion

El frijol es cultivado en gran cantidad a nivel mundial. Segun estadisticas de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), el
continente asiatico y americano son los mayores productores, con 10.3 y 7.3 millones
de toneladas respectivamente (Cuadro 1) (FAOSTAT 2014). En México, el frijol comun
(Phaseolus vulgaris L) es el segundo producto mas importante en el sector
agroalimentario, no sélo por ser una fuente de ingresos para miles de productores, sino
también por ocupar un lugar importante dentro de la dieta de la poblacién. De acuerdo a
datos de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), en el 2014 se produjeron 1, 273,957.14 toneladas de frijol en

México, de los cuales Sinaloa obtuvo 161,520.45 toneladas(SIAP, 2014) (Cuadro 2).

3. Estructura del grano de frijol

La semilla de frijol, consta de dos partes principales: Una cubierta o testa, y dos
cotiledones. La testa sirve como una barrera protectora entre el cotiledén y el exterior.
Esta formada por tres capas de células: empalizada, subepidérmica y parénquima.
Frecuentemente en la testa se puede observar el micrépilo, que es una pequefia
abertura del grano. En muchas ocasiones esta asociado con una cicatriz llamada hilio,
que marca el punto donde la semilla se separ6 de la vaina (Deshpande y Cheryan,
1986) El complejo plumula-radicula esta situado entre los dos cotiledones, aun lado del
grano contra la testa, de tal manera que la radicula esta en contacto con el micropilo y

la plumula esta encerrada hacia el interior del grano.
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Cuadro 1. Principales productores de frijol a nivel mundial

Pais Produccién (Toneladas)
India 3,870,000.00
Myanmar 3,718,660.00
Brasil 3,093,592.50
México 1,284,295.50
Estados Unidos 1,219,755.00

FAOSTAT (2014)
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Cuadro 2. Principales estados productores de frijol en México

Estado Produccién (Toneladas)
Zacatecas 355,882.16
Durango 192,157.75
Sinaloa 161,520.45
Chihuahua 124,764.90
Chiapas 61,412.08

SIAP (2014)
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En el grano seco, el complejo plumula-radicula ocupa solamente una parte muy
reducida del espacio libre entre los cotiledones. Los cotiledones exhiben una estructura
altamente organizada. Contiene células parenquimatosas unidas por una pared celular
distinta y la lamela media. Estas células contienen granulos de almidén elipticos
embebidos en una matriz proteinica consistentes de cuerpos proteinicos y granulos de
aleurona (Paredes-Lopez y col.,1989). Los cuerpos proteinicos son generalmente
esféricos y relativamente menores que los granulos de almidon y estan rodeados por
una membrana lipoproteica., La testa representa el 9% del grano en base seca, los
cotiledones un 90% y el 1% corresponde al embrién(Reddy y col.,1984). En la figura

1se presenta la anatomia del grano de frijol.

4. Composiciéon quimica

La gran importancia del frijol coman radica en que es la principal fuente de
nutrimentos, en paises en desarrollo. En cuanto a su valor nutritivo, el frijol representa
una excelente fuente de proteinas, aminoacidos esenciales y hierro. Este presenta una
proporcion similar de carbohidratos en comparacion a los cereales, sin embargo se
considera que contiene mas del doble de proteina. Ademas, también es fuente de
potasio, magnesio, zinc, fibra, almidones, &cido félico y tiamina, que aparecen en
cantidades significativas, y unido al hecho de que es una gran fuente de proteinas, le
permite ser utilizado como alternativa en sustitucion de carnes y otros productos

proteicos (Maldonado y col., 2015).

24



tegumento

cwaliculo

redisvia

wérofilo

hile

aatrofielo

refe
dotilidenas

ombrica

fegumento

CORTE LONSITUDINAL

Figura 1. Estructura del grano de frijol comun. FAO (1993)
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a. Proteina

El frijol comdn representa la principal fuente de proteinas de bajo costo en la
dieta del hombre, lo que contribuye positivamente en la importancia que este tiene, ya
que las variedades de Phaseolus vulgaris L son las mas consumidas en Latinoamérica.
El contenido de proteina en cultivos de frijol comun comercial es de 14 a 33%. La
proteina del frijol estd concentrada principalmente en los cotiledones (27%) y ejes
embrionarios (48%), mientras que la testa de la semilla contiene solo el 5%.EIl grano es
rico en aminoacidos como la lisina (6.4 a 7.6 g/100 g de proteina) y la fenilalanina mas
tirosina (5.3 a 8.2 g/100 g de proteina), pero presenta deficiencias en los aminoacidos
azufrados de metionina y cisteina (Mederos, 2013).

Las principales proteinas presentes en la semilla de frijol coman son las lectinas,
faseolinas y arcelinas. Las lectinas, también conocidas como fitohemaglutininas (PHA),
se pueden definir como glicoproteinas de origen no inmune que son capaces de
reconocer y unirse reversiblemente a fracciones de carbohidratos sin alterar su

estructura covalente (Blair y col.,2007).

1) Calidad de la proteina

Una de las caracteristicas benéficas mas importantes de la proteina de frijol
comun es su extraordinario nivel de lisina. Dichos niveles satisfacen los requerimientos
actuales de un adulto y los requerimientos para los nifios en relacion con el patron de
referencia de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
alimentacion. Sin embargo, no solo la composicion de aminoacidos es importante,
también lo es su biodisponibilidad. Puesto que la mayor parte de las proteinas de frijol

son de reserva, su composicion de aminoacidos y su estructura juegan un papel
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importante en la determinacion de la calidad nutritiva del total de la proteina de la
semilla. Las proteinas del frijol comun son de valor nutricional relativamente bajo,
amenos que se sometan a tratamientos térmicos. Los valores de relacion de eficiencia
proteinica van de 0.7 a 1.5 en una escala de 0 a 2.5, mientras que la digestibilidad
proteinica es de 52 a 75% dependiendo de la variedad de frijol. En particular la
faseolina es altamente resistente a la hidrolisis enzimatica. El bajo grado de hidrolisis
puede ser explicado principalmente por su compacta y rigida estructura, y su alta
hidrofobicidad, lo que Ilimita la accesibilidad de las proteasas (Molina vy
Bressani,1975).Por lo que el bajo valor biologico se atribuye ademas de su deficiencia
en aminoacidos azufrados, a su compacta estructura quimica dificil de hidrolizar por las
enzimas proteoliticas, y a la presencia de factores no nutricionales (acido fitico, taninos,
saponinas, inhibidores de proteasas y lectinas) que limitan la digestibilidad de la
proteina y la absorcion de los aminoacidos en el tracto digestivo, y asimismo, la de

otros componentes (Barampama y Simard, 1993).

b. Hidratos de carbono

Los carbohidratos son el componente quimico que se encuentra en mayor
cantidad en el grano de frijol, ya que representa entre 55 y 65% del peso total de la
semilla. Los principales carbohidratos de esta leguminosa son monosacaridos,
disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. De ellos, el almidon y otros polisacaridos

(fibra dietética) son los principales constituyentes (De Leén y col., 1990).
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c. Almidon resistente

Dentro del grupo de los polisacaridos, el almidén es el principal constituyente en
casi todas las semillas de leguminosa. En el grano de frijol comun constituye del 35 al
60% del peso seco de la semilla. Es un carbohidrato de reserva formado por una
mezcla de dos polisacaridos muy similares, amilosa y amilopectina(Sandoval-Gallegos,
2007). El almidén es considerado un carbohidrato disponible, que puede ser
completamente digerido y absorbido en el intestino delgado. Sin embargo, una fracciéon
del almidon resiste la hidrélisis por las enzimas digestivas, sigue su transito por el
intestino delgado, y llega al intestino grueso donde es fermentado por la microflora del
colon. Esta fraccion, llamada almidon resistente (AR), se define como la suma del
almidon y los productos de la degradacion de este no absorbidos en el intestino delgado
de individuos sanos. La clasificacion principal del AR esta basada en la naturaleza del
almidon y las caracteristicas fisicas del alimento. Se destacan tres grupos: el AR1
correspondiente a los almidones fisicamente inaccesibles, 6ésea, almidones atrapados
dentro de una matriz celular, como en las leguminosas. El AR2 esta integrado por
granulos nativos de almidon, cuya cristalinidad los hace menos susceptibles a la
hidrolisis enzimatica y finalmente los AR3 son las fracciones de almidén retrogradado,
formadas en alimentos cocinados y almacenados a temperatura ambiente o baja

(Vargas-Torres y col 2006).

d. Fibra dietaria total
La fibra dietética se define generalmente como las macromoléculas presentes en
la dieta que se resisten a la digestion por enzimas enddgenas humanas, y se compone

esencialmente de los restos de la pared celular vegetal, tales como la celulosa,
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hemicelulosa y lignina. No constituye un grupo quimico definido; en cambio, representa
una combinacion de sustancias quimicamente heterogéneas tales como celulosa,
hemicelulosa, pectinas, gomas, mucilagos, almidon resistente, otros polisacaridos y la
lignina (Srivastava y Vasishtha, 2013). La fibra a través del tracto gastrointestinal,
puede interactuar con diferentes elementos y captar agua. Este hecho la convierte en
un elemento muy importante en el proceso de la digestion, ya que limita y/o disminuye
la velocidad de absorcion de algunos nutrientes, y favorece el transito intestinal. Dadas
estas caracteristicas, la fibra permite una absorcibn mas lenta de la glucosa, lo cual
condiciona indices glicémicos moderados y, por lo tanto, contribuye a controlar la
hiperinsulinemia, y disminuye las concentraciones del colesterol en la sangre hasta el
10% (Vahouny y Kritchevsky, 2013).

La fibra dietaria se clasifica principalmente en dos tipos soluble e insoluble. La
fibra dietaria insoluble incluye celulosa, lignina y algunas hemicelulosas, mientras que la
soluble incluye pectinas, gomas mucilagos y algunas fracciones de hemicelulosa. Cada
uno de estos ejerce efectos fisioldgicos especificos. Las semillas de las leguminosas
contienen mas fibra dietaria que los cereales. La fibra en el frijol comun de ciertas
variedades puede cambiar de 16 -19% crudo a 23-27% cocinado, el cocimiento hace

que la fibra soluble disminuya mientras que la fibra insoluble aumenta (Du y col., 2014).

e. Lipidos

El frijol comun contiene de 1.5 a 6.2% de lipidos dependiendo de la variedad y de
la especie. Los lipidos neutros son la clase predominante y estan constituidos
principalmente por triglicéridos, junto con pequefias cantidades de acidos grasos libres,

esteroles y esteres de esteroles. Los lipidos del frijol tienen una gran variedad de acidos
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grasos y, en particular, niveles sustanciales de acidos grasos insaturados como el
oleico (18:1) (7 - 10%), linoléico (18:2) (21 - 28%), y linolénico (18:3) (37 - 54%).
También se encuentran los acidos grasos saturados, siendo el principal el acido

palmitico representando el 10 a 15% del total(Lo Turco y col., 2016).

f. Vitaminas y minerales

El frijol comun crudo es una fuente relativamente buena de vitaminas solubles en
agua, especialmente tiamina (0.9-1.1 miligramos/100 gramos), niacina (1.2-2.7
miligramos/100 gramos) y acido folico (0.2-0.6 miligramos/100g). El frijol comun puede
contribuir con cantidades importantes de tiamina y acido félico a la dieta, ya que una
porcion de 100 gramos contiene casi la cantidad diaria recomendada para nifios y
satisface plenamente la ingesta diaria de los adultos. Los valores de retencion de estos
nutrientes durante el cocimiento varian de 70 a 76% dependiendo de la vitamina

(Messina, 2014).

Respecto a los minerales, el contenido en las semillas de frijol se encuentra entre
3 y 5% (base seca) dependiendo de la variedad, ademas en su composicién se
encuentran presentes los 15 minerales esenciales requeridos por los seres humanos.
Las semillas de frijol pueden proporcionar de un 10 a 20% de los requerimientos de un
adulto en cuanto a minerales como el Fe, P, Mg, Mn y en menor grado, Zn, Cuy Ca

(Ray y col., 2014). En el cuadro 3 puede observarse la composicion quimica del frijol.

5. Fitoquimicos del frijol
Los fitoquimicos son componentes quimicos o ingredientes fisiologicos activos de

alimentos denominados nutracéuticos o funcionales. Los fitoquimicos del frijol tienen un
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gran potencial como ingredientes funcionales y nutracéuticos, y que ademas poseen
diversas propiedades, como antioxidantes, antihipertensivos, antidiabéticos y
anticancerigenos. Los compuestos fendlicos en el frijol pueden incluir una variedad de
flavonoides tales como tales como antocianinas, flavonoles, taninos, glucdésidos, asi

como un amplio rango de &cidos fendélicos (Oomah y col., 2005).

a. Compuestos fendlicos en el frijol

Los acidos fendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no caléricas
presentes en los alimentos de origen vegetal. En los Ultimos afios se ha demostrado
gue una dieta rica en polifenoles vegetales puede mejorar la salud y disminuir la
incidencia de diversas enfermedades. En la naturaleza existe una amplia variedad de
compuestos que presentan una estructura molecular caracterizada por la presencia de
uno o varios anillos fendlicos. Estos compuestos podemos denominarlos polifenoles

(Quifiones y col., 2012).

Se originan principalmente en las plantas, que los sintetizan en gran cantidad,
como producto de su metabolismo secundario. Algunos son indispensables para las
funciones fisiolégicas vegetales. Otros participan en funciones de defensa ante
situaciones de estrés y estimulos diversos. Existen varias clases y subclases de
polifenoles que se definen en funcién del nimero de anillos fendlicos que poseen y de
los elementos estructurales que presentan estos anillos. Los principales grupos de
polifenoles son: &cidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del acido
hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Lin y col.,

2008).
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Cuadro 3. Composicion quimica y valor nutrimental del frijol comun

Caracteristica Contenido Requerimiento minimo diario
Composicién quimica (%)

Proteina 14-33
Lipidos 1.5-6.2
Fibra total 14-19
Insoluble 10.1-13.4
Soluble 3.1-7.6
Cenizas 2.9-45
Carbohidratos 52-76
Calidad de la proteina

Digestibilidad (%) 52-75

Relacion de la eficiencia proteinica  0.7-1.5
Aminoacidos esenciales (g/100 g

proteina)

Fenilalanina + Tirosina 5.3-8.2 6.3
Isoleucina 2.8-5.8 2.8
Leucina 4.9-9.9 6.6
Lisina 6.4-7.6 5.8
Metionina + cisteina 1.2-1.5 2.5
Treonina 4.4-7.0 3.4
Triptofano - 11
Valina 4.5-6.7 3.5
Minerales (m/100 g)

Calcio 9-200 800-1000
Fosforo 460 800-1000
Hierro 3.8-7.6 15
Magnesio 200 300-400
Zinc 2.2-4.4 15
Vitaminas (mg/100 g)

Tiamina (B1) 0.86-1.14 1.5
Niacina 1.16-2.68 0.019
Acido foélico 0.17-0.58 0.4
Anti nutricionales

Oligosacaridos mg/qg) 25-50

Taninos (mgeq.cat/g) 9.6-131.4

Iphibidores de tripsina (UIT/mg) 13-29

Acido fitico (%) 0.6-2.7

Lectinas (%) 1-5

Adaptado de Reyes — Moreno y Paredes-Lépez (1993); Young y col, 1998 y Paredes- Lépez (1998).
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1) Acidos fenolicos

Los acidos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas. Sus
principales funciones en las células vegetales son las de actuar como metabolito para el
crecimiento y reproduccion de las plantas, y ademas participan como agentes
protectores frente a la accion de patdogenos como parte de su mecanismo de defensa.
Asi como también presentan propiedades benéficas para la salud humana, como
anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes. La distribucion de estos compuestos
en los tejidos y células vegetales varian considerablemente, situandose en el interior de
las células contenidos en la pared celular, los cuales estan ligados a ella por union tipo
éster, como en el caso del acido ferdlico y acido p-cuméarico que han sido encontrados

en la pared celular de muchas especies de plantas(Mujica y col., 2012).

Estos compuestos pueden ser liberados por la accién de enzimas hidroliticas como las

pectinasas, celulasas y las metilferulatoesterasa.

Sin embargo, existen reportes que demuestran que estos compuestos fendlicos se
encuentran de manera libre en el frijol comdn en cantidades significativas,

principalmente el acido cafeico y el p-cumarico (Atchibriy col., 2010).

2) Flavonoides

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es
“amarillo”, constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del reino
vegetal. Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un

esqueleto comun difenilpirano, compuesto por dos anillos fenilo, ligados a través de un
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anillo de pirano heterociclico (Martinez-Flérez y col., 2002).Los flavonoides se
encuentran mayoritariamente como glucésidos, pero también pueden aparecer en
forma libre. Los principales subgrupos de compuestos flavonoides son: flavonoles,
flavonas, flavanonas (dihidroflavonas), isoflavonas, antocianinas y flavanoles,

caracterizadas en su mayoria en frijol negro (Lopez, 2005).

a) Antocianinas

Las antocianinas son compuestos hidrosolubles que constituyen uno de los
grupos mas importantes de pigmentos vegetales. Se encuentran principalmente como
heterdsidos con los tres anillos de su estructura conjugados. La glucosilacién ocurre
principalmente en la posicién 3 del anillo Co en las posiciones 5 y 7 del anillo A.

También es posible la glucosilacion de las posiciones 3,4’ y5’ del anillo B, aunque

esta glucosilacion aparece con menos frecuencia. Las antocianidinas estan
ampliamente distribuidas en la dieta humana. Se pueden encontrar en ciertas
variedades de cereales, en el vino tinto y en algunos vegetales, aunque aparecen

mayoritariamente en las frutas (Montes y col., 2005).

b) Isoflavonas

Poseen un anillo bencénico lateral en posicion C3.Su estructura recuerda a la de
los estrogenos. Las Isoflavonas poseen grupos hidroxilos en los carbonos C7 y C4, al
igual que sucede en la estructura molecular de la hormona estriol (uno de los tres

estrdgenos mayoritarios junto al estradiol y la estrona) (Setchell y Cassidy, 1999). En
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realidad, las Isoflavonas se pueden unir a receptores de estrégenos, y por ello se
clasifican como fitoestrogenos. Se presentan casi exclusivamente en plantas
leguminosas, siendo la soja y sus derivados la principal fuente de isoflavonas. Las
isoflavonas mayormente estudiadas son daidzeina y genisteina, a quienes les han

conferido propiedades antimutagénicas (Konar y col., 2012).

3) Taninos

Ambos grupos, flavonoides y no flavonoides, se pueden encontrar formando
compuestos de muy alto peso molecular, llamados, taninos. Los taninos son
compuestos que no solo poseen un elevado peso molecular, sino ademas presentan
suficientes grupos hidroxilo, unidos a estructuras fendlicas que les confieren la
caracteristica de formar complejos con proteinas, minerales y otras macromoléculas
(Vazquez-Flores y col., 2012). Los taninos hidrolizables se clasifican en galotaninos o
elagitaninos y provienen de la esterificacion de compuestos polifendlicos no
flavonoides, como el &cido gélico o elagico, respectivamente. Por su parte, los taninos
condensados o proantocianidinas, provienen de la esterificacion de compuestos

polifendlicos flavonoides, como las catequinas o flavan-3-oles (Diaz y col., 2010)

La estructura quimica de los taninos varia cualitativa y cuantitativamente en
vegetales y frutas. Aunque algunos taninos son comunes en el reino vegetal, unos son
caracteristicos de alguna fruta y otros de algun vegetal en especifico. Sin embargo

estudios han reportado la presencia de taninos en cereales y leguminosas en menores
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concentraciones (Elsadr y col., 2015). En el cuadro 4 se describen los fitoquimicos

presentes en el frijol.

6. Factores antinutricionales del frijol coman

Los frijoles representan una gran fuente de proteina, que oscila entre el 20
y 30 %; sin embargo, estas presentan un bajo valor nutricional, debido a su baja
digestibilidad y biodisponibilidad de los aminoacidos azufrados, factores que estan
relacionados con la propia estructura de la proteina, y por la presencia de factores
antinutricionales implicados en la baja digestibilidad de las proteinas en el frijol. Estos
factores antinutricionales pueden considerarse como una caracteristica negativa
presente en el grano de frijol. Estas sustancias pueden inhibir enzimas digestivas, dafar
la mucosa intestinal o modificar los nutrientes, obstaculizando de esta manera su
absorcion (Doria y col., 2012). Entre los llamados factores antinutricionales podemos
incluir a los oligosacaridos, como la rafinosa, estaquiosa y verbascosa, los cuales no
son hidrolizados en la primera etapa de la digestion y terminan fermentados en acidos
grasos de cadena corta y gases en el colon, lo que provoca problemas de flatulencia.
También se encuentran los taninos, que ademas de disminuir la digestibilidad de
proteinas, limitan la biodisponibilidad de minerales como el hierro y zinc, mientras que
el acido fitico también afecta la asimilacién del zinc. Por otra parte, se ha encontrado
que las lectinas son proteinas que inducen el crecimiento del pancreas en ratas y

producen ulceracion y necrosis en el intestino (Nakitto y col., 2015).
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Cuadro 4. Fitoquimicos presentes en el frijol comun

Fitoquimicos Contenido
Catequina (mg/100g bs) 61.0
Saponinas (mg/100g bs) 56.0
Antocianinas (mg/100g bs) 45.0
Quercetina (mg/100g bs) 31.0
Inhibidores de tripsina (mg/100g bs) 7.0
Acido fitico (mg/100g bs) 3.0
Polifenoles totales (% bs) 0.10-0.5
p-Cumarico (ug/g bs) 54
Ferulico (pg/g bs) 24.0
p-Hidroxibenzoico (ug/g bs) 10.1
Taninos (% bs) 0.0-0.7
Isoflavonas (mg g™ ) 100 — 700
Daidzeina (mg g™ ) 1-4
Genisteina (mg g™) 1-52
Lignanos (mg g*) 30

Bs: Base seca. Adaptado de Ocho-Anin y col (2010), Campos-Vega y col (2010).
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Sin embargo, los componentes anteriormente sefialados y que histoéricamente fueron
considerados como factores antinutricionales de las leguminosas, en la actualidad se ha
demostrado que estan relacionados con la prevencion o el tratamiento de ciertas
enfermedades, sobre todo a dosis bajas cdmo es posible encontrarlas en las formas
habituales de preparacion para su consumo, como por medio de coccion (Fabbri y

Crosby, 2015).

7. Actividad antioxidante del frijol

Los compuestos fenodlicos del frijol comin pueden actuar como agentes
antioxidantes, ya que tienen la capacidad de frenar el desarrollo de radicales libres,
guelando iones metélicos o inhibiendo enzimas que estan implicadas en el proceso de
produccion de radicales, tales como la proteina quinasa, xantina oxidasa,
lipooxigenasa, ciclooxigenasa, glutation oxidasa y NADH oxidasa (Halliwell, 2012).

Ademas de esto, también se ha reportado que los compuestos fendlicos actian
como agentes antimutagénicos, mediante la inhibicion de los mutdgenos potenciales,
tales como las aflatoxinas, nitroarenos e hidrocarburos aromaticos policiclicos

(Frassinetti y col., 2015).

Existe una relacion especifica entre la estructura de los flavonoides y su actividad
antioxidante, cuanto mayor sea el numero de grupos hidroxilo en el ndcleo flavanol,

mayor sera su actividad antioxidante (Guajardo-Flores y col., 2013).
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8. Propiedades nutracéuticas de los fitoquimicos presentes en el frijol

a. Antihipertensiva

Se han reportado diversos estudios relacionados con la inhibicion de ECA por
parte de los compuestos fendlicos. Los extractos de fendlicos de soya mostraron
inhibicion de ECA in vitro, presentando la fraccion ligada el mayor grado de inhibicion
(Ademiluyi y Oboh, 2013). Por otra parte, en un estudio in vivo, donde se administré 10
mg/kg de un extracto del flavonoide quercetina durante 5 semanas a ratas hipertensas,
indujo una reduccion del 21% del promedio de la presién arterial, con una reduccién del
18% y 23% de la presion sistdlica y diastlica respectivamente (Duarte y col., 2001).
Asimismo, Suzuki y col.,, 2002) probaron administrar &cido ferdlico en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), obteniendo disminuciones de la presion arterial
sistolica del 11%. Guzman-Uriarte y col, (2013), prepararon una harina de frijol comdn
bioprocesado por fermentacién en estado sélido con alto contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante, asi como un alto potencial antihipertensivo, con una

inhibicion de ECA del 93%.

b. Antimutagénica
La semilla de frijol también se ha asociado con actividad antimutagénica. Se han
propuesto diversos mecanismos por los cuales los fitoquimicos presentes en el frijol
actian como antimutagénicos, y se clasifican como extracelulares e intracelulares.
Respecto a los mecanismos extracelulares, incluyen la inhibicién de los transportadores
de proteinas situadas en la membrana externa, inhibicién de la actividad del citocromo

P450 al competir con el mutdgeno, o la unién a receptores fuera del sitio activo que
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resulta en un cambio conformacional. En cuanto a los mecanismos intracelulares
incluyen la union a moléculas distintas del ADN (lipidos y / o proteinas), la proteccion de
sitios nucleofilos en el ADN, y la modulacién de la reparacion del ADN, favoreciendo la
reversion o reparacion del ADN dafiado para mejorar la fidelidad de replicacion del
mismo. Se han reportado estudios desde 1999, asociados a los efectos
antimutagénicos de fitoquimicos de frijol comun, lo cual ha sugerido a este grano y
otras leguminosas como una opcion de alimento con efectos benéficos a la salud (de
Mejia y col, 1999). EIl extracto de compuestos fendlicos de frijol comin disminuyé in
vitro, a actividad del citrocromo P450, los valores reportados fueron de 48, 59 y 88%
para los compuestos fendlicos, trolox y su interaccion, respectivamente (Cardador-
Martinez y col., 2006). Por otro lado, los extractos fendlicos (taninos y antocianinas) de
distintas variedades de frijol comun, redujeron la incidencia de tumores relacionados al

cancer de colon en un grupo de ratas Sprage-Dawley(Reynoso Camacho y col., 2007).

D. Fermentacion en estado sdlido (FES)

1. Generalidades

La fermentacién se define como un proceso de biotransformacion, en el que se
llevan a cabo cambios quimicos en un sustrato organico por la accion de enzimas
sintetizadas por microorganismos, tales como bacterias, levaduras y hongos
filamentosos, conocidos como catalizadores bioquimicos o biocatalizadores. La
fermentacién influye en el alimento de diversas maneras: Enriquece la dieta ya que
desarrolla una gran variedad de sabores, aromas y texturas en los alimentos, puede

preservar el alimento a través de fermentaciones acido lacticas, alcohdlicas, &cido
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acéticas, alcalinas y fermentaciones altas en sal, y el sustrato se enriquece con
vitaminas, aminoacidos esenciales y acidos grasos esenciales. También el proceso de
fermentacion desintoxica los alimentos y disminuye los tiempos de coccion y utilizacion

de energia (Mitchell y col., 2002).

A diferencia de los cultivos sumergidos donde los nutrimentos se encuentran
solubilizados en un medio liquido, en los cultivos en estado soélido, el sustrato que es
bioprocesado por el microorganismo se encuentra en estado sélido. La FES plantea la
transformacién del producto en particulas sélidas en ausencia de agua, ya que el
sustrato contiene la humedad suficiente para permitir el crecimiento microbiano.
Diversos microorganismos son utilizados para la FES, sin embargo debido a que la
humedad se encuentra muy reducida, los hongos filamentosos son los microorganismos
mas utilizados (Pandey y col., 2000). Esta tecnologia cuenta con diversas ventajas: Le
otorga simplicidad a los medios de cultivo porque generalmente un Unico sustrato
provee todos los nutrimentos necesarios, mayor facilidad para la obtencién y aplicacion
del in6culo, menor volumen de fermentacién, menores requerimientos de disolventes
para la extraccion de los productos, bajos requerimientos de energia y un riesgo muy
reducido de contaminaciones bacterianas por su baja actividad de agua (Pastrana,

1996).

2. Tempe

a. Caracteristicas
El tempe es un alimento fermentado tipico de Indonesia, donde los hongos,

particularmente el Rhizopus spp., juegan un papel esencial. En términos generales, un
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tempe fresco y de buena calidad es una masa compacta de materia prima, que esta
cubierta, penetrada y unida por micelios no esporulados del hongo. Los principales
aspectos deseables del tempe son su atractivo sabor y textura, ciertas propiedades
nutricionales, y la reduccién del tiempo de coccion en un50% en comparacion con las

semillas de soya enteras (Nout y Kiers, 2005).

b. Sustrato

Los granos de soya son la materia prima comun y mas popular para la fabricacién de
tempe, sin embargo, otras investigaciones han otras leguminosas como el frijol para
producir tempe con caracteristicas similares al producto fermentado tradicional (Randhir

y Shetty, 2007).

c. Indculo

En términos generales, los hongos y levaduras son considerados los
microorganismos mas adecuados para la FES. Esta seleccidbn se basa en distintas
caracteristicas de cultivos de hongos y levaduras, los cuales pueden crecer en
condiciones de baja actividad de agua (0.5 a 0.6), mientras que los cultivos bacterianos
tienen requerimientos mas elevados (0.8 a 0.9) (Singhania y col., 2009). El nivel de
humedad debe mantenerse en un nivel 6ptimo, ya que un nivel de humedad bajo,
tiende a reducir la difusion de nutrientes, el crecimiento microbiano y la estabilidad de la
enzima y el sustrato. Sin embargo, se han descrito diversos bioprocesamiento en
estado sélido donde se utilizan cultivos bacterianos, por lo que la eleccién del

microorganismo debe vincularse con el tipo de sustrato y el producto que se desea
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obtener. Respecto a los hongos, los de tipo filamentoso son los mas utilizados, gracias
a su facil adaptacion, crecimiento en hifas, y su buena tolerancia a bajas actividades de

agua y a condiciones de presion osmotica elevada (Steinkraus, 2002) (Cuadro 5).

1) Rhizopus oligosporus

El hongo Rhizopus oligosporus ha sido utilizado en Indonesia para
producir tempe desde la antigliedad, y en la actualidad, el interés en este alimento se
ha incrementado en todo el mundo. Durante la incubacion con R. oligosporus, la soya
se encuentra unida por un micelio blanco, formando una masa, y las enzimas liberadas
por el hongo hacen al producto rico en proteinas mas digeribles para los seres
humanos. Las cepas de R. oligosporus difieren de otras cepas por tener las esporas
mas grandes (hasta 43 mm) y mas irregulares, con los tamafios mas variables. Este
hongo crece rapidamente, agotando los compuestos fermentables del sustrato.
También se ha informado que Rhizopus oligosporus presenta actividad antimicrobiana
de la naturaleza glicopéptido contra cepas de Clostridium, Bacillus, y Staphylococcus

spp (Jennessen y col., 2008).

3. Manufactura del tempe
El proceso de produccion de tempe implica las siguientes etapas: limpieza,
remojo, descascarillado, coccion parcial, drenado/enfriado, inoculacién, colocacion en

contenedores, incubacion y fermentacién lactica.

43



Cuadro 5. Microorganismos utilizados para la FES

Microorganismo Sustrato Proceso/producto
Aspergillus spp. Almidon Enriquecimiento proteico
Aspergillus niger Residuos de platano Proteina

Maiz Koji, etanol

Yuca Cinética de crecimiento

Céscara de citricos Enriquecimiento proteico

Cinéticas de crecimiento

Aspergillus oryzae Arroz Alcohol, aldehidos
Cetonas, koji, miso

Rhizopus oligosporus Yuca Cinéticas de crecimiento
Soya Tempe
Frijol Alimento proteico
Garbanzo

Rhizopus oryzae Yuca Proteina

Trichoderma viridae Salvado de trigo Proteina, enzimas

Pandey y col (2000)
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a. Limpieza / remojo / descascarillado

La limpieza del grano se realiza con el propdsito de removergranos sucios,
quebrados, dafiados y materia extrafia contaminante. El siguiente paso es llevar al
grano a remojo por 12 o 15 h a temperatura ambiente, para facilitar la penetracion del
micelio. El crecimiento del hongo se encuentra estable a un pH mayor a 3.5 y es mas
lento cuando se acidifica (Dinesh y col., 2009). Ya que el hongo no puede crecer en el
grano entero, se debe proceder a una etapa de descascarillado manual o por abrasion
mecanica para permitir que el hongo pueda acceder a los nutrimentos del cotiledén

(Roubos Van den Hil y col., 2010).

b. Coccién parcial / drenado / enfriado

El proceso de coccion puede variar desde 10 min hasta 3 h a temperatura de
ebullicién, esto con el fin de destruir contaminantes, bacterias interferentes, factores
antinutricionales y liberar algunos nutrimentos para el metabolismo del hongo
(Steinkraus, 1975). Una vez completada la coccién, el agua es descartada y los
cotiledones son extendidos en bandejas, comunmente de bambu, hojas de platano,
bolsas de plastico, mallas de alambre o cestos perforados. Se debe asegurar un
correcto drenado del grano, de lo contrario el exceso de agua podria favorecer el
crecimiento de microorganismos y reducir en consecuencia la vida de anaquel del

producto (Winarno y Reddy, 1986).

c. Inoculacion
La inoculacion del sustrato se puede realizar de diversas maneras: inoculacion

con lote previo de tempe, inoculacién con esporas de cepas puras liofilizadas o
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suspendidas en agua. Para lograr una fermentacion Optima se requiere la inoculacion

de 1 x 10°esporas/100 g del sustrato cocido (Wang y col., 1975).

d. Contenedor de FES/Incubacion

Los contenedores para la fermentacion deben permitir el acceso de cantidades
apropiadas de oxigeno que favorezcan el crecimiento del hongo, sin promover la
esporulacion y el oscurecimiento del micelio. Durante esta etapa no debe existir agua
superficial en contacto con el grano y la temperatura de fermentacion puede ser
controlada para asegurar la realizacion del bioproceso bajo condiciones higiénicas

(Steinkraus, 1995).

Durante la incubacion la temperatura (25-37°C), el tiempo de fermentacién y la
humedad relativa son factores importantes que deben estar sujetos a control. El
incremento de la temperatura tiende a disminuir el tiempo requerido para llevar a cabo
la fermentacién. Se ha reportado que la humedad relativa de 60-65% es Optima para el
adecuado desarrollo del hongo. Sin embargo, a valores de humedad relativa superiores
al 75% se presenta una esporulacion indeseable (Usmani y Noorani, 1986).En la figura

2 se describe el procedimiento para la fermentacion en estado soélido de frijol coman.

4. Cambios quimicos durante la produccién del tempe

a. Proteinas
Se ha reportado que la FES incrementa significativamente el contenido de
proteina cruda de frijol comdn. Este incremento puede atribuirse a la sintesis de

proteina causada por la proliferacion del hongo, asi como a la sintesis de enzimas por
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el mismo y a la reduccion de las concentraciones de otros constituyentes, como lipidos
y minerales (Reyes-Bastidas y col., 2010). Otros investigadores (Gibbs y col., 2004)
también han informado que este bioprocesamiento aumenta el contenido de

aminoacidos esenciales de granos de soya.

b. Hidratos de carbono

Los azlucares como fructosa, rafinosa y estaquiosa, localizados en la pared
celular de leguminosas, son eliminados durante las etapas de remojo, coccion y
fermentacién. Los carbohidratos insolubles como pectina, celulosa y hemicelulosa son

degradados parcialmente por las enzimas del hongo (Campos-Vega y col., 2009).

c. Lipidos

El contenido de lipidos disminuye significativamente durante la fermentacion en
estado solido. Esta reduccién de aproximadamente el 30%, se ha atribuido a la
actividad lipolitica del hongo, la cual permite el uso de estos componentes como fuente
de energia, teniendo preferencia por el acido a-linolénico. Durante las primeras 24 h de
fermentacién el hongo provoca la mayor parte de la hidrélisis y consumo de lipidos. Sin
embargo, existen estudios que han obtenido un ligero aumento del contenido de lipidos
después de la FES, que se ha atribuido a la disociacién de complejos lipoproteicos y a
la sintesis de lipidos propios del microorganismo durante su crecimiento en el sustrato

(Reyes-Moreno y col., 2004).
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d. Vitaminas y minerales

Wagenknecht y col. (1961), reportaron que la FES incrementé dos veces el contenido
de riboflavina, siete veces el contenido de niacina y 33 veces la actividad de la
cobalamina. Por otro lado, la tiamina disminuye por el efecto térmico del tratamiento y el
tiempo de fermentacion. Kao y Robinson (1978) también informaron que las vitaminas
solubles, con excepcion de la tiamina, sufren un incremento en tempe de garbanzo.
Otros investigadores (Reyes-Bastidas, 2008) han reportado que la FES disminuye el

contenido de cenizas garbanzo de 3.14 % a 1.98%.

Esta reduccién podria atribuirse a la etapa de remojo en medio acido, donde
ocurre lixiviacion de electrolitos y pérdida de sélidos y a la etapa de coccion en medio
acido, donde se presenta una liberacion parcial de calcio y magnesio al medio de

coccion.

5. Efecto de la FES sobre el valor nutricional del sustrato

a. Valor biolégico de las proteinas
Durante la FES se presenta un incremento significativo en el valor biolégico de
las proteinas, como consecuencia de la proliferacién y actividad metabdlica del hongo y

de la reduccion de las concentraciones de lipidos y minerales (lkasari y Mitchell,1994).

b. Digestibilidad

Durante la FES, la hidrdlisis de proteinas realizada por proteasas excretadas por
el hongo y la eliminacion de factores antinutrimentales, durante las etapas iniciales del
proceso, contribuyen al incremento de la digestibilidad del grano bioprocesado. Los

taninos interfieren con la solubilidad de las proteinas y disminuyen su valor nutricional,
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Figura 2. Fermentacién en estado sélido de frijol comun. Reyes-Moreno (2004),
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por lo que es importante su reduccion para incrementar el valor nutricional del producto

fermentado (Reyes-Moreno y col., 2000).

c. Perfil de aminoacidos

El frijol comun es considerado una fuente rica de lisina. El contenido de este
aminoacido aumenta durante el bioprocesamiento, debido a que ocurre un incremento
de proteinas de alto valor bioldgico y una reduccion de los taninos, que podrian
interactuar con las proteinas disminuyendo la lisina disponible del grano (Frias y col.,
2007). En el cuadro 6 se describe el efecto de la FES sobre la composicién quimica y

valor nutrimental de leguminosas.

6. Efecto de la FES sobre perfiles fitoquimicos

Cheng y col. (2013) reportaron que R. oligosporus tiene potencial para incrementar
significativamente el contenido de compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante
de frijol negro. Estos investigadores observaron que la actividad de B-glucosidasa
aumento6 con el tiempo de fermentacion, lo cual resulté en la acumulacion de agliconas

fendlicas (Cuadro 7).

7. Efecto de la FES sobre propiedades nutracéuticas de los fitoquimicos

presentes en el sustrato

a. Capacidad antihipertensiva

Se ha reportado que los compuestos fendlicos aumentan durante la FES,
confiriendole propiedades antihipertensivas al producto, ya sea por sus propiedades
antioxidantes (Kozuma y col.,2005) o por la inhibicion de la ECA al competir por el sitio

activo (Actis-Goretta y col., 2003).Guzman-Uriarte y col. (2013), reportaron que la FES
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incrementd el potencial antihipertensivo de frijol comun. Resultados similares fueron
reportados por Rochin-Medina y col. (2015). Esta actividad fue atribuida a la hidrolisis

parcial de péptidos durante la fermentacion.

b. Capacidad Antimutagénica

Hung y col. (2007) evaluaron el efecto antimutagénico de soya negra fermentada
por aspergillus awamori. El extracto de soya bioprocesada exhibio diversos grados de
inhibicién de la actividad mutagénica de 4-nitroquinolina-N-6xido (un mutédgeno directo)
y Benzo[a]Pireno (un mutageno indirecto) en cepas de S. typhimurium, con un 92% y

89% de inhibicidén para cada mutageno, respectivamente.

Las actividades antimutagénicas relativamente altas observadas en los extractos
de soya negra fermentada, se asocié con los contenidos mas altos de compuestos
fendlicos totales, antocianinas y agliconas. Los glucésidos flavonoides son menos
antimutagénicos que las agliconas correspondientes tales como la daidzeina,

genisteina y gliciteina (Edenharder y Tang, 1997).

Los hongos son capaces de producir B-glucosidasa, que promueve la escision
del enlace B-glicosil en los glucosidos de isoflavonas de leguminosas para formar
agliconas (Lee y col., 2008) promoviendo su incremento. Por lo tanto, estos cambios
pueden conducir a una actividad antimutagénica mejorada. Sin embargo, la formacion
de otros compuestos bioactivos y el aumento de contenido de &acido linoléico en
sustratos fermentados, segun lo informado por Park y col. (2003), también puede

contribuir al incremento de esta actividad.

51



Cuadro 6. Efecto de la fermentacion en estado sélido sobre la composicion quimica y
valor nutrimental de leguminosas

Frijol Garbanzo

Crudo Tempe Crudo Tempe
Composicion quimica
Carbohidratos 70.83 68.37 64.6-69.8 64.53-69.3
Proteina (%, bs) 22.76 29.98 19.7 25.7
Lipidos (%, bs) 2.53 151 6.1 2.6
Almidon resistente (g/100g, 2.40 5.57 1.9 7.6
bs
Fit))ra dietaria total 16.02 35.83 21.64-27.64 29.76-34.1
Nutricional
Aminoécidos esenciales
Histidina 241 2.59 2.43 2.54
Isoleucina 3.08 3.32 3.19 3.56
Leucina 7.20 7.19 7.14 7.22
Lisina 6.50 6.30 6.39 6.09
Metionina + Cisteina 2.14 2.55 2.18 2.59
Fenilalanina + Tirosina 8.50 9.19 8.80 9.87
Treonina 3.50 3.75 3.46 3.85
Triptéfano 1.36 1.29 1.10 1.06
Valina 3.51 3.70 3.54 3.76
Total 38.2 39.88 38.23 40.5
Digestibilidad in vitro (%) 72.2 83.2 69.25 75.14
Digestibilidad in vivo (%)
Aparente 81.10 86.20 - -
Verdadera 83.70 88.80 - -

Adaptado de Angulo-Bejarano y col., 2008; Reyes-Moreno y col.2008; Rochin-Medina y col
(2015).
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Cuadro 7. Efecto de la fermentacién en estado sélido sobre los niveles de fitoquimicos

en leguminosas

Compuesto bioactivo Frijol crudo Garbanzo

Crudo Tempe Crudo Tempe
Fendlicos totales (mg/100 g) 192.3 431.33 221-269.38 836
Fendlicos libres (mg/100 Q) 35.91 190.47 93 631
Fendlicos ligados (mg/100 g) 156.46 240.86 128 205
Taninos - - 4.63 1.24
Inhibidores de tripsina - - 10.96 1.12
Acido fitico 6.84 2.85 7.98-10.8 1.1-2.30
Isoflavonas Tempe de soya

Cruda Amarilla Negra

Agliconas totales 15.7 17.4
Diazieina 8.0 6.8
Gliciteina 0.5 0.7
Genisteina 460-1820 7.2 9.9

Adaptado por Sanchez-Magafa (2014).
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V. JUSTIFICACION

El frijol contiene una excelente variedad de nutrimentos que se han relacionado
con un menor riesgo de padecer enfermedades cronico-degenerativas. Estas
propiedades se han asociado a fitoquimicos presentes en el grano. La fermentacién en
estado solido (FES) es un bioproceso que mejora las caracteristicas nutricionales y
nutracéuticas de leguminosas, y podria utilizarse en el bioprocesamiento de frijol comun
para obtener un alimento funcional con alto potencial antihipertensivo y antimutagénico
in vivo e in vitro, que podria ser utilizado para la prevencion de enfermedades crénico-

degenerativas consideradas la principal causa de mortalidad en México y el mundo.
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VI. HIPOTESIS
Las harinas de frijol comun bioprocesado por fermentacién en estado sélido,
tienen mayor potencial antihipertensivo y antimutagénico que las harinas de frijol

comun sin procesar.
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VIil. OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Demostrar el incremento del potencial antihipertensivo (in vitro e in vivo) y
antimutagénico (in vitro) de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L) Azufrado Higuera y Negro Jamapa por efecto de la fermentacion

en estado sélido (FES).

B OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Evaluar el efecto de la FES sobre el potencial antihipertensivo in vitro de extractos

fendlicos libres y ligados de frijol comun Azufrado Higuera y Negro Jamapa.

2) Conocer el efecto de la FES sobre el potencial antihipertensivo in vivo de extractos
fendlicos libres y ligados de frijol comun Azufrado Higuera y Negro Jamapa en ratas

espontdneamente hipertensas.

3) Determinar el efecto de la FES sobre el potencial antimutagénico in vitro de
extractos fendlicos libres y ligados de frijol comun Azufrado Higuera y Negro Jamapa

contra el mutdgeno 1-nitropireno en Salmonella typhimurium.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Como material de estudio se utilizé frijol comun (Phaseolus vulgaris L) variedad
Azufrado de Higuera y Negro Jamapa. Los granos fueron limpiados y almacenados en
recipientes de plastico, cerrados herméticamente a 8-10°C hasta su posterior uso. Para
la FES se utiliz6 la cepa de Rhizopus oligosporus NRRL 2710 proporcionada por

American Type Culture Collection, Manassas, USA.

B METODOS
1. Preparacién de harina de frijol comun bioprocesada (HFCB)
Se utilizé el procedimiento de Guzman-Uriarte y col. (2013) y Sanchez-Magafia y

col. (2014) con modificaciones.

a. Preparacion del sustrato

Como sustrato se utilizé frijol comun, variedades Azufrado de Higuera y Negro
Jamapa. Lotes de 200 g de granos enteros fueron remojados por 8 h en agua destilada.
Después del remojo, la testa fue removida manualmente, secada y almacenada a 4°C.
Los cotiledones luego fueron sometidos a coccion a 90°C por 30 min en disolucion
acuosa de acido acético glacial (pH 3) relacion 1:3 (p/v). Finalmente los cotiledones se

drenaron y secaron superficialmente a temperatura ambiente.
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b. In6culo

La cepa liofilizada NRRL 2710 de Rhizopus oligosporus se propagd en agar papa
dextrosa, en tubos inclinados a 35°C hasta que el cultivo alcanzé la esporulacion
adecuada. Los cultivos se guardaron en refrigeracion a 4°C hasta su uso. Para
determinar el nimero de esporas (1 x 10%mL) se utilizd6 el método de McFarland
(Leptospira  LABORATORY 1997), una vez preparada la suspension, se midio

absorbancia para determinar el nUmero de esporas suspendidas.

c. Fermentacion

Lotes de 100 g cotiledones cocidos fueron inoculados con 3 mL de la
suspension de esporas (1 x 10%sporas/mL) y colocados en bolsas de polietileno de 15
X 25 cm con perforaciones de 0.5 mm hechas cada 4 cm. Las condiciones optimizadas
de FES obtenidas previamente (Ledn-Murillo, 2016; Rochin-Medina y col.,2015) para
frijol comun Azufrado Higuera (33.5°C, 108h) y Negro Jamapa (38°C, 100h) se
aplicaron en el proceso de fermentacion. Los frijoles bioprocesados (tempes) fueron
secados (50°C / 8 h), enfriados (25°C), molturados y mezclados con sus testas
molturadas, para obtener las harinas de frijol comun bioprocesado (HFCB), las cuales

fueron finalmente empacadas y refrigeradas a 4°C en recipientes sellados hasta su uso.

2. Obtencion de los extractos fenélicos de HFCC y HFCB

a. Extraccion de fendlicos libres
Se utilizé el procedimiento descrito por Adom y Liu (2002) para la obtencion de
extractos libres. Se realiz6 una doble extraccion de los fitoquimicos libres a partir de 25

g de muestra con 100 mL de etanol al 80% (v/v), se agitaron en un agitador (OVAN
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noria R, EUA, 2010) a velocidad 125 por 1 h, se centrifugd a 5000 xg/10°C durante 10
min. El sobrenadante se concentré6 en un tubo coénico a 45°C a presion baja y se
almacend a 4°C hasta su uso. El precipitado se utilizé para la obtencién del extracto de

fitoquimicos ligados.

b. Extraccion de fendlicos ligados

La extraccion de fitoquimicos ligados se realizd de acuerdo a la metodologia de
Adom vy Liu (2002). Al precipitado se agregaron 100 mL de hexano para la remocion de
lipidos, se centrifugd a 5000 xg a 10°C por 10 min y se extrajo el hexano.
Posteriormente, se digiri6 con 100 mL de NaOH 2 M, se elimind el oxigeno en
presencia de N, gaseoso y se someti6 a tratamiento térmico, en bafio maria a 95°C por
30 min. Luego se agitdé por 1 h a 25°C. La mezcla se neutralizé con 20 mL de HCL
concentrado, se agito por 10 min. Finalmente, se agregaron 100 mL de acetato de etilo,
se agitd por 1 h y se centrifugd nuevamente a 5000 xg a 10°C por 10 min, luego se
extrajo el acetato de etilo. Los compuestos que se extrajeron se concentraron hasta la

sequedad para su almacenamiento.

3. Determinacion de la actividad antihipertensiva de HFCC y HFCB

a. Ensayos in vitro para determinar actividad inhibitoria de la ECA

La inhibicion de la ECA se determin6 mediante el kit ACE Kit-WST (A502-10),
gue se basa en la deteccion colorimétrica de acido 3-hidroxibutilico (3HB) generado a
partir del 3-hidroxibutilil-Gly-Gly-Gly (3HB-GGG). La ECA hidroliza Gly-Gly, generando
3-hidroxibutilil-Gly; posteriormente, por accion de una aminoacilasa, se obtiene acido 3-

hidroxibutilico, el cual proximamente se hace reaccionar con una solucion indicadora.
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En una microplaca se agregaron 20 uL del extracto a evaluar, posteriormente se agrego
el sustrato 3HB-GGG y la ECA, ademas de un blanco 1 (sin muestra) y un blanco 2 (sin
muestra ni solucidn enzimatica). La reaccién se llevo a cabo a 37°C durante 1 h en una
incubadora y posteriormente se agregaron 20 uL de la solucion indicadora. Se incubo
por 10 min a temperatura ambiente y enseguida se midié la absorbancia a una longitud

de onda de 420 nm en un lector de microplacas.

Para determinar el porcentaje de inhibicion se prepard una curva de inhibicion
utilizando la concentracion de la muestra para el eje X y el porcentaje de inhibicion de

ECA para el eje Y, calculada mediante la siguiente formula:

Absblancol - Absmuestra
%inhibicion = x 100
Absblancol - Absblancoz

A partir de los porcentajes de inhibicion obtenidos, se calcularon valores de ICsg
[concentracién de extracto necesario para inhibir el 50% de la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA); entre mas pequefio el valor de 1Csg mayor

potencial inhibitorio de la actividad de la enzima tendré el extracto].

b. Ensayos in vivo para determinar capacidad antihipertensiva

El potencial antihipertensivo de la harina de frijol fermentado se determiné
mediante la metodologia de Fritz y col. (2011) con ligeras modificaciones. Ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) se alojaron en jaulas individuales y se
mantuvieron en condiciones estandar (23°C, ciclos de 12 h de luz-oscuridad, consumo
de agua ad-libitum), con un acondicionamiento previo al experimento de 12 h de ayuno.

Se trabajo con ocho grupos de seis ratas cada uno, al grupo control positivo se le
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suministrO medicamento comercial (Captopril), un grupo control negativo (placebo) y
seis grupos en los que se utilizaron diferentes dosis de extractos libres y ligados secos
de compuestos fendlicos (50, 150, 250 y 500 mg/kg) administrados via reto
intragastrico. La presion arterial se midio a diferentes tiempos (0, 1.5, 3, 4.5y 6 h)
posterior a la suministracion del suplemento. Se utilizé el equipo CODA tail cuff blood
pressure system de Kent Scientific para la medicion de la presion arterial. Se determino
el promedio de 25 mediciones y los resultados se expresaron como disminucion de la

presion sistolica [APAS (mmHg)] utilizando la siguiente férmula:

[APAS (mmHg)] = (Presion sistdlica) t=n — (Presion sistdlica) t=0

4. Determinacion de la actividad antimutagénica in vitro de HFCC y HFCB

Para la evaluacion de la actividad antimutagénica, se utilizé el ensayo propuesto
por Ames y col (1973), con cepas YG1024 de S. typhimurium y el mutageno 1-
nitropireno. La concentracién elegida de fendlicos fue de 250 pg/pocillo, para disolverse
en DMSO. Se descongelaron cultivos de la cepa mutada mantenidos a -80 °C y
posteriormente se incubaron en medio de cultivo a 37 °C por 16 horas para reactivar la
bacteria. Una vez finalizado el proceso de incubacién, la bacteria se llevd a
centrifugacion a 4500 rpm a 4°C por 10 min. Después de retirar el sobrenadante, se
agregaron 2 mL de PBS para medir la absorbancia de la bacteria a 550 nm, para
determinar la cantidad de PBS restante. Se acondicionaron tubos de ensayo en hielo, a
los cuales se agregaron 90 pL de coctel. Después se agregaron 30 pL de la bacteria a
cada tubo del tratamiento a evaluar, incluido un control positivo y un control negativo. Al

control positivo se agregaron 10 pL de DMSO ademas de 5 pL de 1-nitropireno, al

61



control negativo 15 uL de DMSO y se agregaron 10 pL del extracto a evaluar en los
tubos correspondientes a cada tratamiento. Los tubos se llevaron a incubacién a 37°C
por 90 min. Finalizada la reaccién, se afiadi6 2 mL de agar superficie con solucion
histidina/biotina al 10% a cada tubo, los cuales inmediatamente se vertieron sobre cajas

petri con agar esterilizado.

El ensayo se realiz6 en triplicado, identificando el nimero de colonias revertidas
después de la incubacién realizada por 48 h. A partir de los ensayos realizados, se
determind la toxicidad/mutagenicidad de los extractos fendlicos y la actividad
antimutagénica. El indice de mutagenicidad (IM) se calculd como la razén entre el
namero de revertantes inducidas por la sustancia evaluada y el nUmero de revertantes
espontaneas. La muestra evaluada es considerada mutagénica si IM22 y citotéxica si
IM < 0.6. La actividad antimutagénica se calcul6 como porcentaje de inhibicién de
actividad mutagénica (Pl): Pl = (1-y1/y2) x 100; donde, y1=numero de revertantes por
plato en presencia de la muestra evaluada (antimutageno), y y2=namero de revertantes

por plato en ausencia de la muestra evaluada (antimutageno).

La antimutagenicidad se clasificé de acuerdo a la escala propuesta por Wall y col
(1988) de PI: 0-20% negativa, 20—40% débil, 40—-60% positiva, 60—90% fuerte, >90%

sospecha de toxicidad.
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5. Analisis estadistico

Los resultados de las actividades antihipertensiva y antimutagénica fueron
analizados por medio de un andlisis de varianza (ANOVA) multifactorial, seguido por
comparacién de medias aplicando la prueba de rangos mdultiples de Duncan con un
nivel de significancia del 5%.Para analizar el efecto del tiempo post-administracién de
los extractos fenolicos sobre la presion arterial sistélica en REH se aplicd una prueba t

Student para muestras pareadas con una p<0.05.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Potencial antihipertensivo de harinas de frijol comun variedades Azufrado

Higuera y Negro Jamapa crudo y bioprocesado

1. Potencial antihipertensivo in-vitro (inhibicion de ECA por extractos fendlicos de

HFCC y HFCB)

En el Cuadro 8 se presentan los valores de potencial inhibitorio de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) (potencial antihipertensivo), el cual fue expresado
como ICsp [concentracion de extracto necesario para inhibir el 50% de la actividad de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA); entre mas pequefio el valor de 1Csp mayor
potencial inhibitorio de la actividad de la enzima tendra el extracto], de extractos
fendlicos hidrofilicos de harinas de frijol comun correspondientes a las variedades
Azufrado Higuera y Negro Jamapa. En Cuadro 8 también se presentan los valores de
porcentaje de inhibicion de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) por los extractos fendlicos a diferentes concentraciones. Estos valores de
porcentaje de inhibicion son mostrados como una curva sigmoidal dosis-respuesta en
las Figuras 3 y 4, los cuales fueron ajustados a un modelo de regresion no lineal
utilizando la ecuacién de Hill's. Los valores de R? obtenidos de la regresién no lineal
fueron de 0.85 a 0.93, lo cual significa que los datos de porcentaje de inhibicion se
ajustaron adecuadamente a la ecuacién de Hill's. EI hecho de que los datos de
porcentaje de inhibicion de ECA se ajustaran adecuadamente a un comportamiento
sigmoidal significa que el efecto de los extractos fendlicos estudiados en esta

investigacion sobre esta respuesta se comportdé de una manera dosis — dependiente.
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Cuadro 8. Valores de ICsp y porcentaje de inhibicion de la enzima convertidora de

angiotensina en extractos fendlicos de frijol comun.

Grupos Pl (%) ICs0 (Mmg/mL)
Concentracion 1 15 152 st w5t 150 1s°
Azufrado Higuera

Frijol crudo

Fraccion libre 87.51 82.07 79.55 41.59 30.21 4.43 7.55 0.7
Fraccion ligada 86.90 62.73 52.16 35.95 31.82 30.41 24.77 0.8
Frijol bioprocesado

Fraccion libre 96.27 82.37 47.23 14.50 11.68 -13.49 -26.38 0.18
Fraccion ligada 86.9 62.73 52.16 35.95 31.82 30.41 24.77 0.33
Negro Jamapa

Frijol crudo

Fraccion libre 84.19 77.09 49.07 30.04 18.54 10.46 12.79 0.89
Fraccion ligada 96.58 89.13 57.79 44.40 41.71 2555 39.2 0.56
Frijol bioprocesado

Fraccion libre 94.97 94.25 80.87 68.83 43.96 25.81 16.38 0.49
Fraccion ligada 92 91.46 68.65 36.95 27.07 17.91 15.13 0.33

PI: Porcentaje de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA).
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Figura 3. Curva dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion respecto a diferentes dosis
evaluadas de extractos fendlicos de frijol comun variedad Azufrado Higuera crudo y

bioprocesado.

66



Frijol crudo
fraccion libre

100+

604

1 IC5,: 0.89

20

0 . r y :
-3 -2 -1 0 1 2

Concentracion

Frijol fermentado
fraccion libre

1504

100

Concentracion

Figura 4. Curva dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion respecto a diferentes dosis
evaluadas de extractos fendlicos de frijol coman variedad Negro Jamapa crudo y

bioprocesado.
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Posteriormente, a partir de la regresion se calcularon los valores de ICs. Los
extractos fendlicos mostraron los siguientes valores de ICsy: Para la variedad Azufrado
Higuera, 0.7 y 0.8 mg/mL para los extractos libres y ligados de frijol crudo,
respectivamente, y 0.18 y 0.33mg/mL en extractos libres y ligados de frijol
bioprocesado, respectivamente; para la variedad Negro Jamapa, 0.89 mg/mL en la
fraccion libre y 0.56 mg/mL en la fraccion ligada para el frijol crudo, y 0.49 mg/mL en la

fraccion libre y 0.33 mg/mL en la fraccion ligada del frijol bioprocesado.

En el Cuadro 9 se muestra el analisis de varianza de los datos de 1Csy. Se puede
observar que solamente el efecto principal de la variable independiente proceso fue
significativo (p<0.05) para la respuesta ICsy. Los efectos principales de las variables
variedad de frijol y extracto, asi como, las interacciones proceso * variedad de frijol,
proceso * extracto, variedad de frijol * extracto y proceso * variedad de frijol *
extracto fueron no significativos (p>0.05) para esta variable de respuesta. Sin embargo,
cuando los términos no significativos (p>0.05), mencionados anteriormente, fueron
eliminados en el andlisis de varianza, los resultados mostraron que ademas del efecto
principal de la variable proceso también el efecto de la interaccién variedad de frijol *
extracto fue estadisticamente significativo (p<0.05) (Cuadro 10). En la Figura 5 se
observa que estos dos términos significativos explicaron el 90.45% de la variacion total
de la variable 1Cso. También, se puede ver que el efecto principal de la variable proceso

fue la que presentd la mayor contribucién (75%) a la variacion total de la respuesta ICsp.
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Cuadro 9. Efecto del proceso, variedad y tipo de extracto sobre el valor de ICs.

Fuente CuiLéTa?jgg Gl Cualc\j/lrea:jdig Razoén-F  Valor-P
Modelo 0.43 6 0.072 40.22  0.1201
A:PROCESO 0.33 1 0.33 182.25  0.0471*
B:VARIEDAD 8.450E-003 1 8.450E-003 469  0.2753
C:EXTRACTO 7.200E-003 1 7.200E-003 400  0.2952
AB 0.016 1 0.016 9.00  0.2048
AC 6.050E-003 1 6.050E-003 3.36  0.3179
BC 0.068 1 0.068 38.03  0.1023
RESIDUOS 1.800E-003 1 1.800E-003
TOTAL (CORREGIDO) 0.44 7

Nivel de significancia a P< 0.05

** Nivel de significancia a P<0.01
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Cuadro 10. Efecto del proceso y la interaccion variedad * extracto sobre el valor de
|C5o.

Fuente CuSaL(jjTaa(ljgg Gl Cua&;%dig Razén-F  Valor-P ’
Modelo 0.40 2 0.20 24.97 0.0025**
A:PROCESO 0.33 1 0.33 41.32 0.0014**
BC 0.068 1 0.068 8.62  0.0324*
RESIDUOS 0.040 5 7.940E-003
TOTAL (CORREGIDO) 0.44 7

Nivel de significancia a P< 0.05
** Nivel de significancia a P<0.01
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Figura 5. Diagrama de Pareto de los efectos principales e interacciones. A: Proceso,
BC: Interaccion variedad de frijol * extracto sobre el valor de 1Csp.
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En la Figura 6 se reporta el efecto principal grafico de la variable proceso. En la
figura se aprecia que los valores mas bajos de ICsy correspondieron a las harinas de
frijol bioprocesado por FES independientemente de la variedad de frijol y el tipo de
extracto empleados. Esto significa que, el bioproceso de FES mejoré sustancialmente el
potencial antihipertensivo de los extractos fendlicos hidrofilicos del frijol comdn, en las
variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa. En la Figura 7 se muestra el efecto de
interaccion variedad de frijol * extracto. En la figura se observa que para la variedad
de frijol Azufrado Higuera el extracto libre presentd el menor valor de ICso, mientras que,
para la variedad de frijol Negro Jamapa el extracto ligado presenté el menor valor de

ICso, tanto en las muestras de frijol crudo como bioprocesado.

Los valores de ICso obtenidos en esta investigacion de extractos de compuestos
fendlicos libres y ligados de harinas de frijol comun (0.56-0.89mg/mL) fueron més altos
que los resultados reportados por Ademiluyi y Oboh (2013) para extractos fendlicos
libres y ligados de soya (0.143-0.160 mg / mL). Sin embargo, en esta investigacién ellos
emplearon acetona al 80% para la extraccion de fendlicos libres, lo que aunado a la
diferencia en el material empleado (soya), pueden explicar de alguna forma la diferencia
en los resultados de ICsg reportados por estos investigadores y los valores encontrados
en la presente investigacion. No existen reportes en la literatura acerca de los valores
de ICs para la actividad inhibitoria de ECA de extractos de compuestos fendlicos libres
y ligados de harinas de frijol comun. Asimismo, existen muy pocos reportes acerca del

efecto inhibitorio de extractos fenolicos de granos sobre la actividad de ECA.
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El efecto sobre la actividad antihipertensiva [aumento de la actividad inhibitoria
de ECA (disminucion del valor ICsp)] tras la fermentacion en estado sélido con el hongo
R. oligosporus también fue reportada por McCue y col (2005) en extractos acuosos de
soya. Ellos encontraron que estos extractos de soya tuvieron actividad inhibidora
significativa sobre ECA. Sin embargo, en esta investigacion se reportd que el
bioprocesamiento de la soya por R. oligosporus no tuvo ningun efecto en mejorar o
reducir ain mas la inhibicién de ECA. Este resultado reportado por estos investigadores
difiere de lo encontrado en el presente trabajo de investigacion, ya que los extractos
fendlicos hidrofilicos de frijol coman bioprocesado con R. oligosporus tuvieron un efecto
inhibitorio de ECA significativamente mayor que en los extractos del frijol sin procesar.
Esto puede deberse a las diferencias en el tipo de material, tipo de extracto y
condiciones de FES empleadas.

El efecto inhibitorio de ECA in vitro e in vivo ha sido documentado a partir de
compuestos aislados de algunos alimentos como chocolate, café, té verde, entre otros,
particularmente glucésidos fendlicos como quercetina, mircetina y kaempferol (Basu y
Lucas 2007; Diebolt y col 2001). Existen diferentes hipo6tesis sobre el mecanismo de
inhibicion a partir de estos compuestos. Se describe que su estructura fendlica tiene un
mecanismo de inhibicion competitiva, alterando su funcion por aglutinacion (Arenas y
col 2009). En otros estudios se ha demostrado una inhibicibn no competitiva de la
actividad in vitro, es decir, tanto el sustrato como el inhibidor se unen a la enzima
simultdneamente y de forma reversible. Por otro lado, Al Shukor y col (2013) probaron
que el efecto inhibitorio puede explicarse por el secuestro del Zn2+; esto se probo por la

teoria de que la ECA es una metaloproteinasa dependiente de Zn2+, y que los
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compuestos quelantes de metales no especificos también pueden presentar un efecto
inhibitorio de ECA. También se destaca el hecho de que los grupos hidroxilo presentes
en los compuestos fendlicos establecen una interaccion tipo puente de hidrogeno con
ciertas secuencias ricas en prolina presentes cerca del sitio activo de la ECA (Kaushik y
Bhat 2003; Simon y col 2003).

Por otro lado, la investigacion de la estructura fisica de la enzima convertidora de
la angiotensina | humana que es homoéloga a la de ECA de conejo reveld la presencia
de cuatro grupos de cisteina en la proteina, tres de los cuales estan cerca o existen en
la superficie de la molécula y poseen puentes disulfuro (McCue y col, 2005). La accion
inhibidora de los extractos fendlicos libres y ligados también puede deberse a las
interacciones entre los fendlicos y los puentes disulfuro (cisteinas oxidadas) que residen
en la superficie de la ACE, causando ligeras modificaciones en la estructura de la
enzima, y posiblemente traduciéndose esto en una inhibicion enzimética (McCue vy col,
2005; Ademiluyi y Oboh, 2013).

Respecto a la actividad inhibitoria de los extractos fendlicos libres y ligados de
las harinas de frijol comun podemos decir que su naturaleza hidrofilica favorece la
interaccién directa con la enzima en la fase acuosa lo cual puede ser responsable de la
inhibicion de ECA (Ademiluyi y Oboh, 2013). Por lo tanto, el caracter hidrofilico del tipo
de compuestos fendlicos presentes en cada una de los extractos (libres y ligados)
posiblemente definira la actividad inhibitoria sobre la actividad de ECA. En la presente
investigacion se encontré que el extracto libre de las harinas de frijol comdn de la

variedad Azufrado Higuera presentd una mayor actividad inhibitoria de ECA, mientras
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que, el extracto ligado de la variedad Negro Jamapa fue el que presentd mayor
potencial de inhibicion de ECA.

El incremento de la actividad inhibitoria de la actividad de ECA durante el
bioprocesamiento de frijol coman a través de FES podria ser explicada por la liberacion
de fitoquimicos con actividad biolégica tales como compuestos fendlicos con capacidad
de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA); con ello se reduce la
actividad de angiotensina Il e incrementan los niveles de bradiquinina, lo que resulta en
una disminucién de la presién arterial. La FES es el bioprocesamiento microbiano de un
sustrato alimenticio sélido que actia como un soporte fisico y una fuente de nutrientes
en presencia de un contenido de liquido libre bajo. La FES aumenta el contenido
fendlico de las semillas procesadas con hongos, lo que mejora la funcionalidad
potencial relevante para la salud de estos alimentos (Rochin-Medina y col, 2015;
Sanchez-Magafia y col, 2014; Torino y col, 2013). La mejora de la actividad
antihipertensiva de los alimentos fermentados a base de granos durante la FES puede
deberse al aumento de los compuestos fendlicos y los flavonoides llevados a cabo por
la hidrélisis enzimatica de los hongos (Rochin-Medina y col, 2015; Sanchez-Magafa y
col, 2014; Torino y col, 2013). Las enzimas involucradas en la liberacion de compuestos
fendlicos dependen de los microorganismos empleados en la fermentacion. Estas
enzimas hidrolizan los enlaces éster de la estructura de la pared celular de los granos,
gue unen los compuestos fendlicos. En consecuencia, los compuestos fendlicos libres,
asi como las formas ligadas estan mas disponibles para su extraccion. Entre estas
enzimas, la B-glucosidasa se ha descrito ampliamente como una enzima responsable

de catalizar la hidrolisis de los enlaces B 1-4 alquil y aril-B-D-glucosidos para liberar
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fracciones de aglicona fendlica (Rochin-Medina y col, 2015; Sanchez-Magafa y col,
2014). Cheng y col (2013) reportaron que R. oligosporus tiene potencial para mejorar
significativamente el contenido de actividad fendlica; ellos descubrieron que la actividad
de la B-glucosidasa aumentaba con el tiempo de fermentacién y daba como resultado la
acumulacion de agliconas fendlicas.

Se ha reportado en literatura que los inhibidores de ECA naturales aislados a
partir de granos como las leguminosas, se pueden usar como productos farmacéuticos
y suplementos alimenticios fisioldgicos funcionales para la terapia de hipertension.

En el estudio de compuestos con accion antihipertensiva es necesario primero
comprobar los efectos in vitro y posteriormente in vivo, debido a que algunos
compuestos que muestran alguna actividad biolégica in vitro, pueden metabolizarse in
Vivo y convertirse en metabolitos inactivos, es decir, pasar de compuestos activos a
compuestos inactivos, asi como también algunos extractos muestran solo actividad in
vivo, es decir compuestos inactivos se convierten gracias al metabolismo en

compuestos con efecto bioldgico.

2. Potencial antihipertensivo in-vivo (Analisis del efecto de extractos fendélicos de
HFCC y HFCB sobre la presion arterial sistélica (PAS) en ratas espontaneamente

hipertensas)

En este bioensayo se evaluo el efecto agudo de extractos fendlicos de HFCC y
HFCB en ratas espontaneamente hipertensas (REH), es decir, se administraron
diversas concentraciones de los extractos (dosis=50,150, 250 y 500 mg/kg) y se

registraron las PAS a diferentes tiempos (1.5, 3, 4.5y 6 h) después de la administracion
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del mismo. Son pocos los reportes que se tienen del efecto agudo de los compuestos
fendlicos sobre la presion arterial, ya que en su mayoria los estudios sobre su consumo
se llevan a cabo a largo plazo. Algunos estudios realizados a largo plazo son el
realizado por Paredes-Carrera y col (2015), quienes evaluaron el efecto de extractos
fendlicos obtenidos a partir de cacao y frutos citricos, durante 6 semanas a una
concentracion de 100 mg/kg. A su vez, Suzuki y col (2002) reportaron el efecto a largo
plazo (6 semanas) de extractos fendlicos de granos de café en ratas espontaneamente
hipertensas, asi como el efecto de una dosis Unica, en la cual registraron los valores de
presion arterial hasta 48 h después de haber administrado el extracto. Sin embargo, con
el propdsito de analizar la posibilidad de obtener una dosis de extracto fendlico que
asemejara su efecto hipotensor al del control positivo (captopril), fue que se optd por la
evaluacion del efecto agudo del extracto hasta las 6 h de su administracion, similar a lo
reportado por Fritz y col. (2011) y Ramirez-Torres y col (2017), quienes realizaron
estudios para evaluar el efecto agudo de hidrolizados proteinicos de semillas de

amaranto sobre la presién arterial en REH.

En la presente investigacion el valor promedio de presion arterial sistolica en
REH antes de administrar las diferentes dosis de extractos fendélicos fue de 220 mmHg.
Investigaciones acerca de los modelos animales para el estudio de la hipertension
arterial estiman un valor de presion promedio en ratas espontaneamente hipertensas de
200 a 210 mmHg en la adultez (Takahashi y col., 2004). El desarrollo de hipertension
arterial en este modelo animal comienza a partir de las 6 semanas de edad, sin ninguna
intervencion quirdrgica, fisioldgica o farmacologica. Sin embargo, los factores

ambientales pueden afectar el desarrollo de hipertension, por lo que la importancia de
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este modelo se ha atribuido a la similaridad de su fisiopatologia con el desarrollo de
hipertension en seres humanos (Dornas y Silva 2011). Por ello fue determinante
establecer con pruebas preliminares en cual semana las ratas serian hipertensas y a
partir de esto, cuando se administraria el extracto. La medicién de la PAS se tomoé en
ratas conscientes ya quela anestesia disminuye la PA (Biancardi y col 2007); esto para
evitar alguna interaccion de la anestesia con el extracto, evitando alteracion en los
resultados.

En la presente investigacion el medicamento captopril fue empleado como un
control positivo para el control de la presion arterial de las REH. El efecto del captopril
sobre las ratas, ya ha sido reportado en otros estudios utilizando una dosis de 10 mg/kg
debido a que es un potente inhibidor de la ECA (Koike y col 1980; Douglas y Eikenburg

1984; Chiu y col 1984).

a. Efecto de la administracion de extractos fendlicos de harinas de frijol comun
sobre la PAS en ratas espontdneamente hipertensas a diferentes tiempos

posteriores a la administracion

En los Cuadros 11, 12, 13 y 14 y las Figuras 8, 9, 10 y 11 se presentan los
valores PAS en ratas espontaneamente hipertensas a diferentes tiempos (1.5, 3, 4.5y 6
h) posteriores a la administracién de diferentes dosis (50,150, 250 y 500 mg/kg) de
extractos fendlicos hidrofilicos libres y ligados de harinas de frijol comun
correspondientes a las variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa. Para el evaluar
el efecto del tiempo de administracion de los extractos fendlicos de cada una de las

muestras estudiadas sobre la PAS en las REH se aplicé una prueba t Student para
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muestras pareadas con una p<0.05.En los Cuadros 12, 13y 14 y Figuras 9, 10y 11 se
puede ver que en general la PAS disminuyd significativamente después de la
administracion de los extractos fendlicos a los diferentes tiempos estudiados (1.5, 3, 4.5
y 6 h) después de la administracion del mismo, para la mayoria de las dosis

estudiadas(150, 250 y 500 mg/kg).

En los extractos de fendlicos libres y ligados de harinas de frijol comdn crudo y
bioprocesado por FES, en ambas variedades estudiadas (Azufrado Higuera y Negro
Jamapa), (Cuadro 11y 12; Figuras 8 y 9), se observaron pocos cambios significativos
en la PAS de REH a las dosis de 50 y 150 mg/kg a los diferentes tiempos transcurridos
después de la administracion de los extractos. Solo es de destacar la disminucion de
PAS [entre -4.91% y -6.08% (APAS entre -10.86y -13.45 mmHg)] por la dosis de 150
mg/kg de extractos fendlicos ligados de las harinas de frijol bioprocesado de ambas
variedades después de 4.5y 6 h de la administracion de dichos extractos.

En la mayoria de los casos, la administraciéon a REH de una dosis de 250 mg/kg
de extractos de fendlicos libres y ligados de harinas de frijol comun crudo y
bioprocesado por FES, de ambas variedades estudiadas, se observé una disminucién
significativa de PAS después de transcurrir los diferentes tiempos estudiados (1.5, 3,
4.5y 6 h) a partir de la administracion de los mismos, excepto la administracion del
extracto de fendlicos de la fraccion libre, la cual no causé una disminucion significativa
de PAS en ninguno de los tiempos estudiados (Cuadro 13; Figura 10). Las
diminuciones mas importantes de PAS (entre -5.16% y -13.21%) se presentaron a las
4.5 y 6 h posteriores a la administracion de los extractos fenolicos con la dosis arriba

mencionada.
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Cuadro 11. Efecto de extractos fenélicos de harinas de frijol comun crudo y bioprocesado, a
una dosis de 50 mg/kg sobre la presion arterial sistlica (mmHg) en ratas espontaneamente
hipertensas a diferentes tiempos posteriores a su administracion.

Tiempo posterior ala administracion del extracto (h)

Grupos 0 15 3 45 6
Azufrado Higuera
Crudo
Extracto fendlico libre 228%  227.33% 228717 226.26°  229.61°

a a

Extracto fenolico ligado 232.13%  230.29 231.28 232.03 227.65%

Bioprocesado
Extracto fendlico libre 22207  218.14° 218.42° 22707  219.23°

Extracto fendlico ligado ~ 224.64°  223.09% 227.24%  22508%  223.18%
Negro Jamapa
Crudo
Extracto fenolico libre 225.75%  226.74% 224.06°  227.40°  220.95°
Extracto fendlico ligado ~ 219.95°  217.31°  223.92° 226.16%  228.14°
Bioprocesado
Extracto fendlico libre 231.79% 231.37% 227.24% 232.12°  231.21°
Extracto fendlico ligado ~ 231.18%  228.96% 226.43%  231.70°  234.34%
Controles
Captopril (10 mg/kg) 22254% 207.34° 198.68° 181.94%  173.93°

Agua desionizada (1 mL/kg) 226.04° 226.41% 226.96° 224.79°  228.58°

,b,c,d, . . X . .
a0¢%% | as medias de PAS en un mismo renglén con la misma letra no son diferentes (prueba t Student

para medias pareadas, p < 0.05, n=6).
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Variedad Azufrado Higuera

Extracto libre Extracto ligado
240 240
%D 220 _K - S —o— HFCC %o 220 ] L\
£ »00 A~ £ 700 ~
2 \ —a—CP 2 \
< 190 DN = 190 N
170 170
0 1.5 3 45 6 0 1.5 3 4.5
Tiempo (h) Tiempo(h)
Variedad Negro Jamapa
Extracto libre Extracto ligado
240 240
230 T8 —p 230 e
£ 220 - N —e—Hrcc 2 220 -w/'
E 210 . £ 210
£ 200 Hree £ 200 \
n N - N
< 190 <
o N\, —4&—CP a 190
180 ~ 120 N\
170 —cn 170 T~
0 1.5 3 4.5 6 0 15 3 45
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 8. Efecto de la administracion de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comdn crudo y
bioprocesado a una dosis de 50 mg/kg, sobre la presion arterial sistélica (mmHg) en ratas
espontaneamente hipertensas. HFCC = Harina de frijol comun crudo, HFCB = Harina de frijol comudn
bioprocesado, CP= Control positivo, CN= Control negativo.
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Cuadro 12. Efecto de extractos fendlicos de harinas de frijol comun crudo y bioprocesado, a
una dosis de 150 mg/kg sobre la presion arterial sistélica (mmHg) en ratas
espontaneamente hipertensas a diferentes tiempos posteriores a su administracion.

Tiempo posterior a la administracion del extracto (h)

Grupos 0 15 3 45 6
Azufrado Higuera
Crudo
Extracto fendlico libre 22459%  227.84% 22272  23062°  230.82°

Extracto fendlico ligado 223.68%  220.77%°  219.63°  219.25%  218.58°
Bioprocesado

Extracto fenolico libre 226.11° 215.17b 215.58b 222512 223.202

Extracto fenélico ligado 227.55°  220° 22424%  21502°  215.69"
Negro Jamapa
Crudo
Extracto fenélico libre 224.93%  226.03%  217.77°  21584°  21841°
Extracto fendlico ligado 22531%  221.16°  217.89°  222.69°  223.89°
Bioprocesado
Extracto fenélico libre 229.95% 22268°  221.99°  21860°  216.97°
Extracto fenolico ligado 221.36° 221.54% 21577  21049°  207.90°
Controles
Captopril (10 mg/kg) 22254%  207.34°  198.68°  181.94°  173.93°

Agua desionizada (1 mL/kg)  226.04%  226.41%  226.96°  224.79%°  228.58°

,b,c,d, . . . . .
&2 4%% ) a5 medias de PAS en un mismo renglén con la misma letra no son diferentes (prueba t Student

para medias pareadas, p < 0.05, n=6).

84



Variedad Azufrado Higuera
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Figura 9. Efecto de la administracion de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comdn crudo y
bioprocesado a una dosis de 150 mg/kg, sobre la presion arterial sistdlica [PAS (mmHg)] en ratas
espontaneamente hipertensas. HFCC = Harina de frijol comun crudo, HFCB = Harina de frijol comudn
bioprocesado, CP= Control positivo, CN= Control negativo
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Cuadro 13. Efecto de extractos fendlicos de harinas de frijol comun crudo y bioprocesado, a
una dosis de 250 mg/kg sobre la presion arterial sistélica (mmHg) en ratas
espontaneamente hipertensas a diferentes tiempos posteriores a su administracion.

Tiempo posterior ala administracion del extracto (h)

Grupos 0 15 3 45 6
Azufrado Higuera
Crudo
Extracto fendlico libre 22237%  217.16° 223.88%  219.56° 226.05%
Extracto fendlico ligado 22476°  22322%°  217.76°  210.71° 210.43°
Bioprocesado
Extracto fendlico libre 216.52%  203.32° 207.05°  204.82° 203.93"
Extracto fendlico ligado ~ 227.17%  21559°  209.52°  203.76" 202.26°
Negro Jamapa
Crudo
Extracto fendlico libre 227.74%  22551% 22068  212.45° 211.76°
Extracto fendlico ligado ~ 225.53%  217.35°  210.40°  206.14° 207.05°
Bioprocesado
Extracto fendlico libre 226.22%  216.81°  214.34°  208.25" 196.34°
Extracto fenélico ligado 221.24%  217.91* 21087°  204.05° 201.85°
Controles
Captopril (10 mg/kg) 22254%  207.34°  198.68°  181.94° 173.93°
Agua desionizada (1 mL/kg) 226.04%  226.41°  226.96°  224.79° 228.58%
a,b,c,de

Las medias de PAS en un mismo renglon con la misma letra no son diferentes (prueba t Student
para medias pareadas, p < 0.05, n=6).
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Variedad Azufrado Higuera
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Figura 10. Efecto de la administracion de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comln crudo y
bioprocesado a una dosis de 250 mg/kg, sobre la presion arterial sistolica [PAS (mmHg)] en ratas
espontaneamente hipertensas. HFCC = Harina de frijol comun crudo, HFCB = Harina de frijol comudn
CP= Control positivo,

bioprocesado,
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Cuadro 14. Efecto de extractos fenélicos de harinas de frijol comun crudo y bioprocesado, a
una dosis de 500 mg/kg sobre la presion arterial sistélica (mmHg) en ratas
espontaneamente hipertensas a diferentes tiempos posteriores a su administracion.

Tiempo posterior a la administracion del extracto (h)

Grupos

0 15 3 45 6
Azufrado Higuera
Crudo

Extracto fenélico libre 226.69° 220.06°  218.05°  22070°  220.46"

Extracto fendlico ligado ~ 227.99%  221.72°  215.05°  209.93%  207.92°
Bioprocesado

Extracto fendlico libre 227.95%  21489°  203.59° 191319  191.92¢

Extracto fenélico ligado 224.07*  200.99"  201.73° 191.86°  183.23°
Negro Jamapa
Crudo

Extracto fendlico libre 227.58%  221.47°  215.92° 204.27%  192.53°
Extracto fendlico ligado ~ 224.91%  215.82°  207.54° 20170  197.29°
Bioprocesado
Extracto fenélico libre 220.71*  208.88°  202.33° 188119  173.45°
Extracto fendlico ligado ~ 219.75%  211.89°  202.84°  189.20"  183.28°
Controles
Captopril (10 mg/kg) 22254  207.34°  108.68°  181.94%  173.93°
Agua desionizada (1 mL/kg) 226.04%  226.41%  226.96° 22479  228.58°

,b,c,d, . . X . .
a0¢%€ | as medias de PAS en un mismo renglén con la misma letra no son diferentes (prueba t Student

para medias pareadas, p < 0.05, n=6).

88



Variedad Azufrado Higuera
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Figura 11. Efecto de la administracion de extractos fendlicos libres y ligados de frijol comln crudo y
bioprocesado a una dosis de 500 mg/kg, sobre la presion arterial sistélica [PAS (mmHg)] en ratas
espontaneamente hipertensas. HFCC = Harina de frijol comun crudo, HFCB = Harina de frijol comudn
bioprocesado, CbP= Control positivo, CN= Control negativo
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Todos los extractos estudiados, administrados a las REH con una dosis de 500
mg/mL, causaron una disminucion significativa de PAS después de 1.5, 3, 45y 6 h
transcurridas a partir de la administracion de los mismos (Cuadro 14; Figura 11). Esta
dosis de extractos causo las mayores disminuciones de PAS en todos los tratamientos.
Las diminuciones mas grandes de PAS (entre -8.80% y -21.41%) con la dosis de 500
mg/mL de extractos se presentaron a las 6 h posteriores a la administracion de los
mismos, excepto en el extracto de fendlicos libres de la harina de frijol crudo de la
variedad Azufrado Higuera, la cual solo causd una disminucion ligera (-2.75%) de PAS
a partir de las 1.5 h transcurridas a partir de la administracion de este extracto, y
permanecio sin cambios hasta las 6 h que duré el experimento. Ademas, en el caso del
extracto de fendlicos ligados de la harina de frijol crudo y el extracto de fendlicos libres
de la harina de frijol bioprocesado de la variedad Azufrado Higuera no se presentaron
diferencias significativas entre los valores de PAS a las 4.5 y 6 h posteriores a la
administracion de estos extractos. En las ratas tratadas con el control negativo (solucion
tween + agua) no se presentaros disminuciones significativas de la PAS, mientras que
la administracion a REH de 10 mg/kg del medicamento captopril, empleado como
control positivo, caus6 una disminucion significativa de la PAS a los diferentes tiempos
estudiados; el mayor efecto (disminucion de PAS= -21.84%) de este medicamento se
presentd a las 6 h después de haberlo administrado. El extracto de fendlicos libres
obtenido a partir de la harina de frijol comun bioprocesado de la variedad Negro
Jamapa causo una disminucion de la PAS (-21.41%) similar a la de captopril, después
de 6 horas de haber sido suministrado a REH. Los resultados de esta investigacion

demuestran que extractos fenolicos de harinas de frijol comun de las variedades
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Azufrado Higuera y Negro Jamapa tienen un potencial antihipertensivo similar al
captopril, uno de los medicamentos mas comunmente empleado para el control de la

presion arterial en sangre de humanos.

b. Efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de extracto y dosis
administrada sobre la disminucion de PAS en REH suplementadas con extractos

fenolicos de harinas de frijol comun

Para analizar el efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de
extracto y dosis administrada sobre la disminucion de la presion arterial sistolica [APAS
(mmHg)] en ratas espontaneamente hipertensas (REH) suplementadas con extractos
fendlicos de harinas de frijol comldn se seleccion6 un tiempo de 6 h posteriores a la
administracion mismos, ya que en los resultados del punto anterior se encontré que a
este tiempo de estudio se tuvieron los mejores resultados de efecto antihipertensivo de

los extractos estudiados.

En el Cuadro 15 se muestran los valores de APAS a las 6 h de la administracion
de diferentes dosis (50, 150, 250, 500 mg/kg) de extractos fendlicos hidrofilicos, libres y
ligados, de harinas de frijol comun correspondientes a las variedades Azufrado Higuera
y Negro Jamapa. Los extractos fenolicos mostraron valores de APAS desde
insignificantes hasta valores similares (APAS= -36.03 a -47.26 mmHg) al captopril (-
48.61 mmHg), el medicamento comunmente empleado para el control de la presion

arterial en humanos.
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Cuadro 15. Valores de APAS a las 6 h de la administracién de diferentes dosis (50,
150, 250, 500 mg/kg) de extractos fendlicos libres y ligados, de harinas de frijol comun

crudo y bioprocesado.

Grupos Dosis (mg/kg)
50 150 250 500

Azufrado Higuera

Frijol crudo

Fraccion libre 1.6131372 6.2311588 3.6834558 -6.2318697

Fraccion ligada -4.4752806 -5.101389 -14.047143 -20.0700599

Frijol bioprocesado

Fraccion libre -2.8339286 -2.90928072 -12.5885007 -36.0324858

Fraccion ligada -1.4622436 -11.8602823 -24.905556 -40.8450544
Negro Jamapa

Frijol crudo

Fraccion libre -4.8062083 -6.5157903 -15.986858 -35.044988

Fraccion ligada 8.192067 -1.4285616 -18.484396 -27.625341

Frijol bioprocesado

Fraccion libre -0.5874603 -12.9828358 -29.8810152 -47.2554762

Fraccion ligada 3.1599531 -13.458687 -19.39254 -36.4678891

Los resultados son expresados como disminucion de la presion arterial sistélica (APAS mmHg)
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El valor de APAS mas pequefio (-47.26 mmHg) se presento en el extracto de fendlicos
libres de la harina de frijol variedad Negro Jamapa a una concentracion de 500 mg/kg.

En el punto anterior se reportd que la evaluacion del efecto agudo de los
extractos fendlicos hasta las 6 h de su administracion se realiz6 con el propésito de
obtener una dosis de extracto fendlico que asemejara su efecto hipotensor al del control
positivo (captopril). Es en este sentido que la dosis de 500 mg/kg del extracto fendlico
con mayor actividad antihipertensiva in vivo, mencionado anteriormente, seria el
extracto que asemejaria su efecto hipotensor al del captopril.

En el Cuadro 16 se muestra el andlisis de varianza de los datos de APAS. Se
puede observar que los efectos principales de las variables independientes proceso,
variedad de frijol y dosis, asi como, la interacciones proceso * variedad de frijol,
proceso * dosis, variedad de frijol * extracto, variedad de frijol * dosis fueron
significativos (p<0.05) para la respuesta APAS. El efecto principal extracto, asi como,
el resto de interacciones fueron no significativas (p>0.05) para esta respuesta. Cuando
los términos no significativos (p>0.05), mencionados anteriormente, fueron eliminados
en el analisis de varianza, los resultados mostraron que no hubo mejoras en cuanto a la
aparicion de nuevos efectos significativos para esta variable de respuesta estudiada
(Cuadro 17). En la Figura 13 se observa que tres de los términos significativos fueron
los que explicaron el mayor porcentaje de la variacion de la respuesta APAS; el termino
dosis explicé el 53%, y el termino proceso explico el 8.40%, mientras que el termino
de interaccion variedad de frijol * extracto explico el 5.73% de la variacion total de la
variable APAS. En la presente investigacion el termino error explico un porcentaje

(18.49%) alto de la variacion total de la variable APAS. Esto puede
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Cuadro 16. Efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de extracto y dosis
administrada sobre la disminucién de PAS (APAS mmHg) en ratas espontaneamente
hipertensas.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 33507.83 31 1080.90 18.20 <0.0001**
A:PROCESO 3452.27 1 3452.27 58.12 <0.0001**
B:VARIEDAD 1133.36 1 1133.36 19.08 <0.0001**
C:EXTRACTO 94.48 1 94.48 1.59 0.2095
D: DOSIS 21975.57 3 7325.19 123.33 <0.0001**
Interacciones

AB 268.16 1 268.16 4,51 0.0355*
AC 117.17 1 117.17 1.97 0.1626
AD 1457.95 3 485.98 8.18 <0.0001**
BC 2356.88 1 2356.88 39.68 <0.0001**
BD 1132.68 3 377.56 6.36  0.0005**
CD 454.23 3 151.41 2.55 0.0587
ABC 70.14 1 70.14 1.18 0.2792
ABD 435.05 3 145.02 2.44 0.0673
ACD 224.40 3 74.80 1.26 0.2912
BCD 145.21 3 48.40 0.81 0.4878
ABCD 190.28 3 63.43 1.07 0.3652
RESIDUOS 7602.46 128 59.39

TOTAL (CORREGIDO) 41110.29 159

* Nivel de significancia a P< 0.05
** Nivel de significancia a P<0.01
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Cuadro 17. Efecto de las variables proceso, variedad de frijol y dosis administrada
sobre la disminucion de PAS (APAS mmHg) en ratas espontaneamente hipertensas.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Modelo 32231.09 31 2014.44 32.44 <0.0001**
A:PROCESO 3452.27 1 3452.27 55.60 <0.0001**
B:VARIEDAD 1133.36 1 1133.36 18.25 <0.0001**
D: DOSIS 21975.57 3 7325.19 117.97 <0.0001**
Interacciones

AB 268.16 1 268.16 4.32 0.0395*
AD 1457.95 3 485.98 7.83 <0.0001**
BC 2356.88 1 2356.88 37.96 <0.0001**
BD 1132.68 3 377.56 6.08 0.0006**
CD 454.23 3 151.41 2.44 0.0670
RESIDUOS 8879.20 128 62.09

Falta de ajuste 1276.73 15 85.12 1.43 0.1415
Error puro 7602.46 128 59.39

TOTAL (CORREGIDOQ) 41110.29 159

* Nivel de significancia a P< 0.05
** Nivel de significancia a P<0.01
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Figura 12. Efecto de las variables de proceso, variedad de frijol y dosis, asi como las
interacciones proceso * variedad de frijol, proceso * dosis, variedad * tipo de extracto,
variedad * dosis, tipo de extracto * dosis y error puro sobre la disminucién de la presion
arterial sistolica (APAS) en ratas espontaneamente hipertensas.
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explicarse por el empleo de un modelo animal para realizar el presente estudio. Es una
caracteristica distintiva de los modelos animales los valores altos de error experimental
obtenidos en las variables de respuesta estudiadas. En esta seccidn solo se presentara
el efecto de interaccion grafico, ya que las cuatro variables independientes estudiadas
estan involucradas en alguna interaccion significativa. En la Figura 14 se reporta el
efecto de interaccidon grafico sobre la respuesta APAS. En la figura se aprecia que de
manera general los valores de APAS disminuyeron de una forma dosis-dependiente (a
mayor dosis de extracto menor valor de APAS), sin embargo, el comportamiento no fue
generalizado, ya que existieron algunos tratamientos en los cuales los valores de APAS
no cambiaron con la dosis de extracto suministrada a las REH, como es el caso del
extracto de fendlicos libres del frijol Higuera Azufrado (Figura 14 ).En esta figura
también se aprecia que en general los extractos de frijol comun bioprocesado por FES
presentaron un mayor efecto sobre los valores de APAS que los extractos de las
harinas de frijol sin procesar. En la Figura 14 también se puede apreciar que de
manera general los extractos fendlicos de las harinas de frijol variedad Negro Jamapa
presentaron un mayor efecto sobre la variable APAS que los extractos fendlicos de las
harinas del frijol variedad Azufrado Higuera, excepto los extractos de fendlicos ligados
de las harinas de frijol bioprocesado por FES de ambas variedades, las cuales
presentaron un efecto similar sobre la APAS.

El estudio de alimentos funcionales con propiedades nutracéuticas en modelos clinicos
reportan la presencia de compuestos quimicos responsables de estas propiedades,
como la capacidad antihipertensiva mediante la inhibicion de la ECA. Uno de los

compuestos que han sido mayormente estudiados son los péptidos con actividad
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sistélica (APAS) en ratas espontaneamente hipertensas.
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biolégica. Guan-Hong y col en el 2006 administraron hidrolizados proteicos de frijol
mungo en ratas espontaneamente hipertensas a una concentracion de 400 mg/kg,
obteniendo su maxima reducciéon a las 6 h de su administracion (-30.8 mmHg),
considerablemente menor al mejor tratamiento obtenido en el presente trabajo de
investigacion con una reduccién de-47.21 mmHg a las 6 h de la administracion del
extracto. Actualmente se ha reportado la presencia de capacidad antihipertensiva en
compuestos fendlicos y sus derivados como saponinas esteroidales, terpenos,
glucosidos, entre otros, que se encuentran de forma abundante en diversas especies
vegetales, especialmente en granos como las leguminosas. Gonzalez-Ramos y col
(2011) realizaron un ensayo in vivo en ratas hipertensas, en el cual administraron un
extracto fendlico a partir de semillas de chia. La concentracion que obtuvo mejores
resultados fue la de 400 mg/kg, la cual reportd una disminucion de presion arterial
sistélica de tan solo 16.75% a las 3 semanas después de su administracién, en relacion
con su control positivo (Captopril) con una reducciéon del 28.06%. Asimismo, se ha
evaluado la actividad antihipertensiva de los diversos compuestos fendlicos por
separado. Por ejemplo la eficacia de la suplementacion de &cido ferdlico. Suzuki y col
(2002), administraron acido ferulico puro a una concentracién de 50 mg/kg en REH,
obteniendo una reduccion de la PAS del 11% a las 6 h, asi como también, en el 2006
administraron acido clorogénico (300 mg/kg), obteniendo un 14% de disminucion a las
9 h (Suzuki y col 2006). Por otro lado, Quifiones y col (2013), administraron una mezcla
purificada de proantocianidinas (250 mg/kg) en donde se destacd la presencia de
quercetina y kaempferol, y reportaron una disminuciéon de la PAS de -31.77 mmHg a tan

solo 2 h de haber administrado el tratamiento.
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Se ha reportado en diversos estudios la presencia de acidos fendlicos en el frijol
comun como el acido ferdlico y clorogénico, ademas de flavonoides como el
kaempferol, por lo que se puede relacionar el efecto antihipertensivo de los extractos
fendlicos libres y ligados de esta leguminosa fermentada a la presencia de estos
compuestos. De igual manera, se puede relacionar a la FES como la responsable del
incremento de estos compuestos y el consecuente aumento del potencial
antihipertensivo, ya que el frijol crudo no demostré una disminucion considerable de la
PAS en comparacion con el frijol bioprocesado. Lo anterior explica, que existen
compuestos con una naturaleza quimica similar a los que pueden encontrarse en el
extracto fendlico de frijol comun, con efecto de inhibicion de la ECA e hipotensor, en
algunos de ellos se ha demostrado el efecto de manera individual y en otros el efecto
que en conjunto generan estos compuestos.

Es evidente destacar que el extracto de frijol comin bioprocesado tiene una
accion benéfica sobre la presion arterial y que uno de los mecanismos por los que se
genera pudiera ser por una inhibicion de la ECA, efecto que se comprobé in vitro en
esta investigacion. Sin embargo, es importante continuar su estudio para identificar el
compuesto especifico que presente el mayor efecto hipotensor, sus sinergias y/o
antagonismos y la seguridad en su administracion crénica, ya que puede presumirse al
frijol comun como un alimento funcional prometedor en la terapéutica alternativa de la

hipertension arterial.
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B. Potencial antimutagénico in vitro de harina de frijol comun (variedades
Azufrado Higuera y Negro Jamapa) crudo y bioprocesado

La evaluacion de la capacidad antimutagénica de los extractos fendlicos de frijol
comun se realiz6 empleando el Ensayo de Ames. Se utilizaron los métodos de
incorporacion en placa e incubacion con la cepa YG1024 de S. typhimurium y el
mutageno empleado fue 1-nitropireno. En el cuadro 18, se presentan los resultados
obtenidos del numero de revertantes/placa inducidas por el mutdgeno 1-nitropireno en
presencia de los extractos fendlicos de frijol comun; también se presentan los valores
de indice de mutagenicidad (IM) que presentdé cada tratamiento. El indice de
mutagenicidad (IM) se calculé como la razén entre el nUmero de revertantes inducidas
por los extractos fendlicos de cada una de las muestras evaluadas y el numero de
revertantes espontaneas. La muestra evaluada es considerada mutagénica si IM22 y
citotoxica si IM < 0.6 (Ames y col., 1973). En todos los tratamientos se obtuvo un IM de
~1, por lo tanto, ninguno de los diferentes extractos fendlicos evaluados result6 téxico ni
mutagénico para la bacteria a la dosis de 250 pg/mL, y fue posible evaluar su

antimutagenicidad.

En el Cuadro 19 se muestran los valores de potencial antimutagénico, expresado como
porcentaje de inhibicion (PI) de la mutagenicidad, de extractos fendlicos hidrofilicos de
harinas de frijol comdn correspondientes a las variedades Azufrado Higuera y Negro
Jamapa. Los extractos fendlicos mostraron los siguientes valores de Pl: Para la
variedad Azufrado Higuera, 50.6% y 43.2% para los extractos libres y ligados de frijol
crudo, respectivamente y 67.8% y 64% en extractos libres y ligados de frijol
bioprocesado, respectivamente; para la variedad Negro Jamapa, 47.2% en la fraccion
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Cuadro 18. indice de mutagenicidad y nimero de revertantes/plato de extractos
fenolicos de frijol comun.

Grupos IM Num. Revertantes/plato
Azufrado Higuera
Crudo
Extracto fendlico libre 0.913 55 £3.203
Extracto fendlico ligado 1.043 63 +1.347
Bioprocesado
Extracto fendlico libre 0.978 36 £2.905
Extracto fendlico ligado 0.847 40 +2.219
Negro Jamapa
Crudo
Extracto fendlico libre 1.021 59 £2.009
Extracto fendlico ligado 1.152 57 £2.036
Bioprocesado
Extracto fendlico libre 1.130 36 £1.387
Extracto fendlico ligado 1.065 34 £2.341

Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar
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Cuadro 19. Porcentaje de inhibicion de mutagenicidad de extractos fendlicos de frijol
comun

Grupos Crudo Bioprocesado
Azufrado Higuera
Extracto fendlico libre 50.6% 67.8°
Extracto fendlico ligado 43.2° 64.0°
Negro Jamapa
Extracto fendlico libre 47.2° 67.9°
Extracto fendlico ligado 49.22 69.2°

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicién de mutagenicidad (%). ab) os valores de % de
inhibicién en un mismo renglén con la misma letra no son diferentes (Duncan, p < 0.05).
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libre y 49.2% en la fraccion ligada para el frijol crudo, y 67.9% en la fraccion libre y
69.2% en la fraccion ligada del frijol bioprocesado. La antimutagenicidad se clasifica de
acuerdo a la escala propuesta por Wall y col (1988) de Pl: 0-20% negativa, 20—40%
deébil, 40-60% positiva, 60—90% fuerte, >90% sospecha de toxicidad De acuerdo a esta
escala se puede decir que, los extractos fendlicos, tanto en su forma libre como ligada,
de ambas variedades de frijol sin procesar (crudo) presentaron valores de PI
correspondientes a una antimutagenicidad positiva, mientras que, los extractos
fendlicos libres y ligados del frijol bioprocesado por FES, en ambas variedades,

presentaron una antimutagenicidad fuerte.

En el Cuadro 20 se muestra el andlisis de varianza de los datos de PIl. Se puede
observar que los efectos principales de las variables independientes proceso, variedad
de frijol y extracto, asi como, la interaccion variedad de frijol * extracto fueron
significativos (p<0.05) para la respuesta PI. En la Figura 15 se observa que estos tres
términos explicaron el 96.82% de la variacion total de la variable Pl. También, se puede
ver que el efecto principal de la variable proceso fue la que presenté la mayor
contribucion (92.09%) a la variacioén total de la respuesta PI. En la Figura 16 se reporta
el efecto principal grafico de la variable proceso. En la figura se aprecia que los valores
mas altos del porcentaje de inhibicidbn correspondieron a las harinas de frijol
bioprocesado por FES independientemente de la variedad de frijol y el tipo de extracto
empleados. Esto significa que, el bioproceso de FES mejoré sustancialmente el
potencial antimutagénico (de positivo a fuerte) de los extractos fenolicos hidrofilicos del
frijol comun, en la variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa. En la Figura 17 se
muestra el efecto de interaccion variedad de frijol * extracto. En la figura se observa
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Cuadro 20. Efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de extracto y sus
interacciones sobre el porcentaje de inhibicion de mutagenicidad.

Fuente cUSaléTa?jgi Gl Cualc\j/lr:édig Razén-F  Valor-P
Modelo 2445.79 7 349.40 82.18 <0.0001**
A:PROCESO 2315.05 1 2315.05 544,50 <0.0001**
B:VARIEDAD 22.45 1 22.45 5.28 0.0354*
C:EXTRACTO 26.04 1 26.04 6.13  0.0249*
AB 3.32 1 3.32 0.78 0.3898
AC 2.13 1 2.13 0.50 0.4897
BC 70.29 1 70.29 16.53 0.0009**
ABC 6.51 1 6.51 1.53 0.2338
ERROR PURO 68.03 1 4.25
TOTAL (CORREGIDO) 2513.82 23

* Nivel de significancia a P< 0.05
** Nivel de significancia a P<0.01
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Cuadro 21. Efecto de las variables proceso, variedad de frijol, tipo de extracto y la
interaccion de las variables variedad * tipo de extracto sobre el porcentaje de inhibicién
de mutagenicidad.

Fuente Cui%?azgi Gl Cua&r;ldig Razon-F  Valor-P
Modelo 2433.83 4 608.46 144.54 <0.0001**
A:PROCESO 2315.05 1 2315.05 549.93 <0.0001**
B:VARIEDAD 22.45 1 22.45 5.33  0.0354*
C:EXTRACTO 26.04 1 26.04 6.19  0.0249*
BC 70.29 1 70.29 16.70 0.0009**
RESIDUOS 79.99 19 4.21
Falta de ajuste 11.96 3 3.99 0.94 0.4456
Error puro 68.03 16 4.25
TOTAL (CORREGIDO) 2513.82 23

* Nivel de significancia a P< 0.05
** Nivel de significancia a P<0.01
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Figura 14. Diagrama de Pareto de los efectos principales e interacciones. A: Proceso,
B: Variedad de frijol, C: Tipo de extracto BC: Interaccion variedad de frijol * tipo de
extracto sobre el porcentaje de inhibicion de mutagenicidad.
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que para la variedad de frijol Azufrado Higuera el extracto libre presentd el mayor
porcentaje de inhibicion, mientras que, para la variedad de frijol Negro Jamapa el
extracto ligado presentd la mayor inhibicion, tanto en las muestras de frijol crudo como

bioprocesado

Los valores de inhibicion de mutagenicidad de los extractos de compuestos
fendlicos libres del frijol comin Phaseolus vulgaris L. encontrados en la presente
investigacién son similares a lo reportado por Cardador-Martinez y col. (2006) con un
47% de inhibicion en extractos metandlicos, asi como, Rocha-Guzman y col (2007),
quienes obtuvieron un valor de inhibicion superior al 50% en extractos acetonicos en 4
variedades de frijol comun; mientras que, de Mejia y col (1999) estudiaron el Pl de
diferentes extractos de compuestos fendlicos de frijol comin en su fraccion libre,
encontrando actividad antimutagénica solo en los extractos metandlicos, los cuales, a
una dosis de 250 pg/plato tuvieron un Pl de 30% contra el mutageno 1-nitropireno, y el
cual resulté ser mas bajo que los valores encontrados en la presente investigacion (43.2
—50.6%). En el presente estudio se obtuvieron dos fracciones de compuestos fendlicos
que fueron extraidas con diferentes metodologias, la fraccion libre (extraccién con
etanol al 80%) y la fraccion ligada (extraccidon con acetato de etilo a partir del residuo
obtenido de la extraccion de compuestos fendlicos libres), sin embargo, no se
encontraron resultados en la literatura acerca de la actividad antimutagénica de

extractos fendlicos ligados de frijol comun.
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El aumento de la actividad antimutagénica tras la fermentacion en estado sélido
también fue reportado por Hung y col. (2007), en soya negra. En este estudio, ellos
llevaron a cabo la FES empleando diversos hongos filamentosos GRAS (generalmente
reconocido como seguro), incluyendo Aspergillus awamori, Aspergillus oryzae,
Aspergillus sojae, Rhizopus azygosporus y Rhizopus sp. El potencial antimutagénico se
evaluo a extractos metanolicos de soya negra sin fermentar y soya negra fermentada.
La prueba de antimutagenicidad se realizo frente al 4-nitroquinolina-N-6xido (4-NQO),
un mutégeno directo, y Benzo [a] pireno (B [a] P), un mutageno indirecto, en Salmonella
Typhimurium TA100 y TA 98. En general, los extractos de soya negra fermentada con
A. awamori exhibieron el mayor efecto antimutagénico. Con la cepa TA100, el Pl de 5
mg/placa de extracto de soya negra fermentada por A. awamori frente a los efectos
mutagénicos de 4-NQO y B [a] P fueron 92% y 89%, respectivamente, mientras que los
Pl correspondientes a los extractos de soya no fermentada fueron 41% y 63%,
respectivamente. Con la cepa TA98, los PI fueron 94 y 81% para el extracto de soya
fermentada, y 58% y 44% para los extractos de soya sin fermentar. En este trabajo,
ellos también demostraron que el tiempo y la temperatura de fermentacion influyeron
significativamente en la actividad antimutagénica. El estudio realizado en los extractos
preparados a partir de soya negra fermentada por A. awamori a temperaturas de 25, 30
y 35°C y durante 1-5 dias reveld que, generalmente, el extracto preparado a partir de
granos fermentados a 30°C durante 3 dias exhibié el mayor Pl contra los efectos
mutagénicos de 4-NQO y B [a] P. En el presente trabajo de investigacion las
temperaturas y tiempos de fermentacion empleados para bioprocesar frijol comidn con

Rhizopus oligosporus fueron 33.5 - 38°C, y 100 - 108 h (4.2-4.5 dias), respectivamente.
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Cabe mencionar que, las condiciones de FES empleadas para bioprocesar frijol comun,
en sus variedades Azufrado Higuera y Negro Jamapa, fueron optimizadas previamente
por Sanchez-Magafa y col. (2014) y Rochin-Medina y col (2016), respectivamente. Sin
embargo, las variables de respuesta empleadas fueron el contenido de compuestos
fendlicos totales y actividad antioxidante, las cuales se buscé maximizar sus valores.
Con base a lo encontrado por Hung y col. (2007) se puede decir que en un futuro es
necesario llevar a cabo la optimizacion del bioprocesamiento por FES de frijol comun
para encontrar los mejores valores de temperatura y tiempo de fermentacion que den
por resultado la maxima actividad antimutagénica in vitro posible, asi como, emplear
diferentes cepas de hongos GRAS para llevar a cabo la FES. Estos resultados futuros
podrian mostrar que la FES llevada a cabo con un microorganismo iniciador apropiado
y bajo condiciones de cultivo apropiadas podria mejorar relativamente el potencial
antimutagénico del frijol comun. Es de resaltar que en la presente investigacion la
concentracion de extracto empleada fue significativamente menor (0.25 mg/plato) que
las utilizadas en el trabajo desarrollado por Hung y col. (2007) (0.625vs 5 mg/plato).
Con la concentraciébn de extracto mas baja (0.625 mg/plato) que ellos emplearon,
encontraron que los valores de Pl méas altos fueron 62% y 64% para soya fermentada
con las cepas A. sojae y A. awamori, respectivamente, los cuales fueron similares a los
valores de PI (64.0 — 69.2%) encontrados en esta investigacion para extractos de frijol
comun bioprocesado por FES, pero empleando una concentracion de extracto mas
baja. Lee y col (2007), encontraron que los mayores valores de actividad
antimutagénica en soya negra fermentada se relacionaron a contenidos altos de

compuestos fendlicos, antocianinas y agliconas. Entre los compuestos mas estudiados
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con la finalidad de buscar agentes quimiopreventivos estan los polifenoles, que agrupan
a los flavonoides (tales como los flavonoles, las flavononas, las isoflavonas), las
antocianinas, los taninos y los lignanos, muchos de los cuales se encuentran presentes
en frutas, vegetales, bebidas como el té y el vino y en una gran variedad de granos y

leguminosas (Ferguson, 2001).

Ciertos polifenoles pueden influir directamente modulando la expresion génica de
enzimas que participan en la reparacion libre de error del ADN. La actividad
antioxidante en estos compuestos se ha asociado a su habilidad para eliminar los
radicales libres y de inhibir los citocromos P450 o enzimas con actividad oxidante como
las ciclooxigenasas y las lipooxigenasas (Abalea y col., 1999). De esta manera, puede
relacionarse el mecanismo de acciéon de los compuestos fendlicos con la capacidad

antimutagénica en Salmonella typhimurium.

Existe una estrecha correlacion entre la mutagénesis y la carcinogénesis; varios
investigadores han atribuido las tasas relativamente bajas de cancer de mama, prostata
y colon en los paises asiaticos al consumo de granos como la soya, los cuales
contienen factores antimutagénicos. Evitar la exposicion a mutdgenos y comer una
cantidad adecuada de alimentos nutritivos que contengan antimutagenos puede reducir
la tasa de mutacion y la incidencia de cancer en humanos;’la dieta es la mayor fuente
de exposicibn humana a los carcin6genos y mutagenos ambientales, sin embargo,
también lo es para los antimutagenos y anticarcinogénicos”. Es por ello que, es
importante destacar la relevancia de los resultados obtenidos en la presente

investigacién y continuar las investigaciones, con la finalidad de promover al tempe de
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frjol comun como una alternativa de alimento funcional con diversas propiedades
nutracéuticas que ayudan a la prevencion de enfermedades crénico-degenerativas

como el cancer.
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X. CONCLUSIONES

1. La FES, en condiciones optimizadas, increment6 la capacidad antihipertensiva in
vitro de extractos fendlicos del frijol comun Azufrado Higuera y Negro Jamapa,
disminuyendo el valor ICso de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA de 0.56-0.89 mg/mL en harinas de frijol comun crudo (HFCC) a 0.18-0.49
mg/mL en harinas de frijol comun bioprocesado (HFCB) por FES).

2. El extracto de fendlicos libres presentd el menor valor de ICsy en la variedad
Azufrado Higuera, mientras que el extracto de fendlicos ligados fue el que presenté
el valor de ICso més pequefio en la variedad Negro Jamapa.

3. Los datos de porcentaje de inhibicion de ECA se ajustaron adecuadamente a un
comportamiento sigmoidal, lo cual significa que el efecto de los extractos fendlicos
sobre esta respuesta presentd un comportamiento dosis dependiente (a mayor
concentracion de extracto mayor valor de inhibicién de ECA).

4. ElI bioproceso de FES, en condiciones optimizadas, mejor6 la capacidad
antihipertensiva in vivo de extractos fendlicos de frijol comin Azufrado Higuera y
Negro Jamapa, disminuyendo significativamente la presion arterial sistolica (PAS)
en ratas espontaneamente hipertensas hasta las 6 h de estudio para la mayoria de
las dosis estudiadas (150, 250 y 500 mg/kg). La concentracion de 500 mg/kg de
extractos fendlicos libres y ligados causé las mayores disminuciones de PAS
(APAS= -36.03 a -47.26mmHg) a los diferentes tiempos estudiados, y no presento
diferencias significativas con el captopril (APAS= -48.61 mmHg) a las 6 h de

estudio.
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. Los valores de APAS disminuyeron de una forma dosis-dependiente del extracto (a
mayor dosis de extracto menor valor de APAS) en la mayoria de las muestras
analizadas, excepto el extracto de fenolicos libres del frijol Higuera Azufrado.

. Los extractos fendlicos de las harinas de frijol variedad Negro Jamapa presentaron
un mayor efecto sobre la variable APAS que los extractos fendlicos de las harinas
del frijol variedad Azufrado Higuera en la mayoria de las muestras estudiadas,
excepto los extractos de fendlicos ligados de las harinas de frijol bioprocesado por
FES de ambas variedades, las cuales presentaron un efecto similar sobre APAS.

. La FES, en condiciones optimizadas, mejoré el potencial antimutagénico de
extractos fendlicos de frijol comun Azufrado Higuera y Negro Jamapa, aumentando
el porcentaje de inhibicion de mutagenicidad en Salmonella typhimurium contra el
mutageno 1-nitropireno de 43.2-50.6% (antimutagenicidad positiva) en HFCC a
64.0-69.2% (antimutagenicidad fuerte) en HFCB, a una concentracion de 250
pg/mL.

. El extracto de fendlicos libres present6 el mayor valor de porcentaje de inhibicién de
mutagenicidad en la variedad Azufrado Higuera, mientras que el extracto de
fendlicos ligados fue el que presentd el valor de porcentaje de inhibiciobn de
mutagenicidad mas alto en la variedad Negro Jamapa.

. La FES, en condiciones optimizadas, es una estrategia efectiva para mejorar el
potencial antihipertensivo y antimutagénico de frijol comun Azufrado Higuera y
Negro Jamapa. Asi como, las HFCB representan una potencial alternativa natural
para el control de la presion arterial elevada y la prevencion de cancer en personas

gue sufren 0 son propensas a estos padecimientos.
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