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INTRODUCCION

En este folleto encontrarad un estudio sobre el potencial medicinal de
tres variedades de frijol sinaloense (Azufrado Higuera, Azufrado Regio-
nal 87 y Azufrado Noroeste) para combatir la tensién excesivamente
alta de la sangre y el envejecimiento de la piel.

La informacién que presenta este documento son los resultados del
proyecto Identificacion y caracterizacion de péptidos con propiedades
antioxidante y antihipertensiva en frijol cultivado en el estado de Sina-
loa, apoyado por Fundacion Produce Sinaloa, A. C., durante 2008-2009
a través de su Consejo Consultivo zona norte, asi como por el Fondo
Mixto del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (Conacyt)-Sinaloa
(clave de proyecto: Sin-2007-c01-70023).

Hipertension arterial®

Una de las actividades a las que mas recursos destinan los organismos
de salud por su alta prevalencia y su importancia como factor desenca-
denante de enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares (tanto
aterotrombaticas* como hemorragicas) y renales es la deteccion, trata-
miento y control de la hipertensién arterial.

La hipertension arterial se presenta cuando los valores de la presion
arterial sistélica® son mayores o iguales a 140 milimetros de mercurio,
y/o los valores de la presién arterial diastélica® son mayores o iguales
a 90 milimetros de mercurio en personas no tratadas con farmacos

3 Tension excesivamente alta de la sangre.

4 De aterotrombosis: enfermedad que se manifiesta por la formacion de coagu-
los sobre una lesion en las arterias.

5 Efecto de presion que ejerce la sangre expulsada del corazén sobre la pared
de los vasos.

6 Efecto de presion que ejerce la sangre sobre la pared del vaso.
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antihipertensivos. Este padecimiento corresponde a una manifestacién
que implica diversos factores causales, tanto genéticos como ambien-
tales; alin no esta clara la forma en que éstos interaccionan para que se
desencadene la hipertension arterial.

Estadisticas de la enfermedad

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el 62% de la poblacién que
padece enfermedades vasculares en el mundo, asi como el 49% que
sufre enfermedad coronaria isquémica’ deben su padecimiento a una
presion arterial mayor de 115 milimetros de mercurio.

En lo que se refiere a México, el Instituto Mexicano del Seguro So-
cial (IMSS) asegura que hasta 2007 se registraron aproximadamente 15
millones de personas hipertensas, de las que sélo el 19.2% se encuen-
tra bajo control médico, mientras que el 61% no sabe que la padece.

ElI IMSS afirma que para el tratamiento de pacientes hipertensos, en
2007 se destind el 19% del presupuesto total asignado al sector salud,
con lo que la enfermedad se posiciond en segundo lugar en atencién,
s6lo detras de la diabetes (que para su tratamiento absorbi6 el 23% del
recurso total).

Para el caso de Sinaloa, en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
de 2006 se indicé que la hipertension arterial aumentd en proporciéon
en los Ultimos 15 anos, pues mientras en 1993 se contaba con 10.1%
de sinaloenses hipertensos, para el ano 2000 la cifra habia aumentado
a 12.5%, y para 2006 el valor fue de 15.4%.

Importancia de controlar la Enzima® Convertidora de Angiotensina
Muchos de los farmacos empleados en el control de la hipertensién
se basan en el sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona: la renina
(proteina), que es secretada por algunas células del rindbn cuando hay
descenso de sales (como calcio), actlia sobre un mensajero llamado
angiotensinégeno y lo transforma en angiotensina |, quien a su vez (en
presencia de la Enzima Convertidora de Angiotensina [ECA]) se trans-
forma en angiotensina .

La angiotensina Il (molécula mensajera), junto con el potasio prove-
niente de la dieta y otras moléculas, desencadena una serie de senales
que lleva como resultado final el incremento de la presion arterial san-
guinea. Ver Figura 1.

De lo anterior se observa la relevancia de la Enzima Convertidora
de Angiotensina (ECA), y el porqué muchos farmacos estan dirigidos
a su control.

De manera natural se han encontrado fragmentos de proteinas de-
nominados péptidos, que tienen la capacidad de impedir la accién de

7 Enfermedad que se manifiesta cuando el oxigeno que llega al corazén es
insuficiente. .. .
8 Proteina que acelera los procesos quimicos en el organismo.
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la ECA; los primeros se identificaron en el veneno de serpientes, pos-
teriormente en productos lacteos fermentados.

Alimentos funcionales

El término alimento funcional hace alusiéon a cualquier alimento o in-
grediente de alimento potencialmente saludable que puede proporcio-
nar efectos benéficos a la salud, que van mds all4 de los nutrientes
tradicionales que poseen.

Esta funcion de los alimentos esta relacionada con la modulacién
de los sistemas de los organismos vivos, como el sistema inmune, cir-
culatorio, digestivo y nervioso; lo que se traduce en reduccién de la
presidn sanguinea, y de los niveles de colesterol en la sangre, asi como
en una mejoria de la flora bacteriana y del funcionamiento intestinal.

La existencia de alimentos funcionales estd documentada desde el
ano 1000 antes de Cristo, en China, pais que se caracteriza por el ele-
vado empleo de alimentos y productos vegetales para la prevencion y
tratamiento de enfermedades.

A pesar de lo anterior, no fue hasta hace poco menos de 30 anos

Angiotensin6geno
Renina l
—

Angiotensina |
D-R-V-Y-I-H-P-F-H-L

l ECA / g
Bradiquinina
Angiotensina Il (vasodilatador)
Aldosterona

Vasoconstriccion (Retenci6n de sodio y
agua)

\ /

Aumento de la presion
arterial

Figura 1. Actividad de la Enzima Convertidora de Angiotensina en el sistema Renina-Angioten-
sina.

que se desarroll6 el concepto de alimentos para uso saludable especifi-
co (FOSHU, por sus siglas en inglés: Food for Specified Health Uses). A
partir de entonces diversos paises han adoptado el término de alimen-
tos funcionales en la legislacion y normas de los alimentos.
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Leche materna, el mejor alimento funcional
El mejor ejemplo de un alimento funcional es la leche humana, que
contiene un gran nimero de elementos bioactivos de vital importancia
en el desarrollo de los recién nacidos; sin embargo, existe una enor-
me cantidad de alimentos funcionales en los que se ha demostrado su
efecto benéfico a la salud, asi como otros més en los que no se ha cer-
tificado esta cualidad ante la Administracion de Alimentos y Farmacos
(FDA, por sus siglas en inglés: Food and Drug Administration), como
el ajo, brécoli y el pescado, que contribuyen a disminuir el riesgo de
contraer cancer o la enfermedad cardiaca coronaria.

En el Cuadro 1 se muestran algunos ejemplos de alimentos funcio-
nales cuyo efecto benéfico a la salud ya ha sido comprobado, por lo
que se encuentran reconocidos por la FDA.

Compuestos nutracéuticos

Se le conoce como compuesto nutracéutico a aquella sustancia quimi-
ca que ejerce un efecto benéfico para alguna funcién corporal del indi-
viduo, produciendo una mejora en su salud y bienestar o reduciendo el
riesgo de padecer alguna enfermedad.

Dentro del grupo de compuestos nutracéuticos se pueden mencio-
nar algunos presentes de manera natural en plantas, como polifenoles,
fibra y carotenoides, los que ademas de ejercer una funcién especifica
relacionada con la defensa de la planta frente a agentes externos, po-
seen la capacidad de prevenir o servir como tratamiento para algunas
enfermedades, como céncer e hipertensién.

Cuadro 1. Alimentos reconocidos como funcionales por la Adminis-
tracion de Alimentos y Farmacos (FDA, por sus siglas en inglés).

Identificacion de variedades de frijol Azufrado con propiedades medicinales

Alimento funcional Beneficios potenciales

Disminuyen el riesgo de cancer, de
contraer la enfermedad cardiaca
coronaria y reducen la probabilidad de
osteoporosis.

Lacteos

Alimentos con azucares alcoholes en
lugar de sacarosa (gomas de mascar, Reducen el riesgo de caries dental.
caramelos, bebidas o aperitivos)

Productos de avena (salvado, harina | Disminuyen los niveles de colesterol
0 avena integral) en la sangre y mejoran la digestion.

Reducen el riesgo de cancer y enfer-

Vegetales y frutas medades cardiacas.

Disminuyen el riesgo de cancer de
colon y reducen la probabilidad de

Cereales ricos en fibra y pan integral .
yPp 9 contraer la enfermedad cardiaca

coronaria.

Fuente: Thomson y col (1999).
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A pesar de que existen diferentes tipos de compuestos bioactivos,
para la presente investigacién interesan aquellos provenientes de la
“hidrdlisis” (‘fragmentacién o degradacion’) de proteinas, los denomi-
nados péptidos bioactivos.

Péptidos bioactivos

Se conoce como péptidos bioactivos a los fragmentos resultantes del
tratamiento quimico o bioquimico de proteinas intactas; estas sustan-
cias son inactivas dentro de la proteina intacta pero pueden activarse al
ser liberadas durante la digestién gastrointestinal del alimento que las
contiene, o por su procesamiento; como por ejemplo las proteinas de
la leche, que son “hidrolizadas” (‘fragmentadas’) durante la fabricacién
del queso, o mediante el uso de reactores de hidrélisis enzimatica. Ver
Figura 2.

Los péptidos bioactivos pueden actuar en beneficio de la salud del
organismo que los consume, es por ello que ademas de las caracte-
risticas nutricionales de una proteina también debera considerarse la
presencia y actividad de péptidos bioactivos que podrian liberarse de
su hidrélisis, ya sea a través de la digestion gastrointestinal o durante
su procesamiento.

La ventaja que presentan los péptidos bioactivos radica en que en
una proteina pueden existir distintos tipos de éstos con diferentes pro-
piedades. Ver Cuadro 2.

Péptidos inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina
Actualmente, la funcién méas conocida de los péptidos que se han ais-
lado es la de inhibir a la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA);
esta enzima puede localizarse en diversas zonas del organismo, como
pulmones, corazén, rindn, pancreas, arterias, musculos, cerebro, intes-
tinos y Utero.

Se han realizado evaluaciones en laboratorio y en organismos vivos
sobre la inhibicion de ECA. En estos estudios se observé una disminu-
cién en la presién arterial de ratas hipertensas después de la ingesta de
péptidos inhibidores de ECA.

S

Més enzima protedlica o ~J

digestiva

> B W

rl

Figura 2. Representacion de la hidrélisis de una proteina.
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Cuadro 2. Tipos de péptidos bioactivos y sus efectos benéficos en
el organismo.

Péptidos Efecto positivo a la salud
Inhibidores de ECA (antihipertensi- Reducen el riesgo de padecer enfer-
VOS) medades cardiovasculares.

Previenen enfermedades degenerati-

Antioxidantes SR
vas y el envejecimiento.

Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones.

Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune.

Mejoran la absorcién de minerales y

uelantes
Q metales.

Reducen los riesgos de padecer coa-

Anticoagulantes
gulos de sangre en las venas.

Reducen el riesgo de padecer enfer-

Hipocolesterolémicos -
medades cardiovasculares.

Regulan el transito intestinal y
Opioides mejoran la digestion y absorcion de
nutrientes.

Fuente: Vioque y col. (2006).

En los ultimos anos se han realizado multiples investigaciones enca-
minadas a la identificacion de péptidos en proteinas de distintas fuen-
tes, de las que las de origen vegetal han tomado gran importancia,
en primer lugar porque se pueden encontrar en grandes cantidades, y
porque existen metodologias para su extraccion en soya, canola y maiz
que pueden ser aplicadas para la obtencién de estas sustancias desde
otras fuentes.

También influye el hecho de que las proteinas vegetales son mas
econdmicas que las de otras fuentes (como las de pescado o lacteas) y
son facilmente almacenables.

Frijol, la leguminosa mas consumida en el mundo

El frijol (Phaseolus vulgaris) es un miembro de la familia de las Legumi-
nosae, tribu Phasolae, subfamilia Papilionoideae. Se considera como la
leguminosa de grano que mayormente se consume en el mundo.

Fisicamente, la semilla de frijol puede ser de apariencia redonda o
eliptica.

Existen mas de mil 300 especies de leguminosas, de las que solo
20 son consumidas por humanos. En el valle de Tehuacan, Puebla, se
han encontrado evidencias de que existe desde el ano 4975 antes de
Cristo.

Origen. Segun evidencias arqueoldgicas, el frijol ha sido cultivado
desde hace aproximadamente 8 mil ahos. La especie Phaseolus vulga-
ris o frijol comun es originaria del area México-Guatemala.

12
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La mayoria de las variedades que se cultivan en Europa, Estados
Unidos y en México son especies y variedades del género Phaseolus;
este género comprende un amplio nimero de especies, que incluyen
hierbas anuales, perenes, erectas y volubles.

Existen 180 especies del género Phaseolus, de las que aproximada-
mente 126 provienen del continente Americano, 54 del sur de Asia y
oriente de Africa, dos de Australia y una de Europa.

Cifras de produccion
Para el ano 2006 se report6 una produccién mundial de 19 millones 514
mil 224 toneladas de frijol; los principales paises productores fueron
Brasil (18%), India (16%), China (10%), Myanmar (9%), México (7%),
Estados Unidos (5%) y Kenia (3%), cuyas producciones representaron
13 millones 280 mil 292 toneladas del total producido para ese ano.
Para 2006 México registré una produccién de un millén 385 mil
783.81 toneladas de frijol; los estados que mas aportaron fueron Zaca-
tecas, Durango y Sinaloa; este ultimo con una produccién de 180 mil
200.5 toneladas. Los municipios sinaloenses que destacaron por su
produccion fueron Guasave, Ahome y Angostura.

Composicion quimica

Las leguminosas (junto con los cereales) son una de las fuentes de
energia y nutrimentos mas importantes del mundo, en especial en
aquellos paises que estan en vias de desarrollo.

Como toda leguminosa, el frijol es fuente de proteinas, carbohidra-
tos complejos, vitaminas (como riboflavina®, niacina'™ y acido félico)
y de ciertos minerales (como cobre, fierro, fésforo, zinc, magnesio y
calcio); ademas, es una fuente excelente de acidos grasos poliinsatura-
dos'? (acidos linoléico y linolénico).

El frijol también posee un contenido importante de fibra soluble, lo
que lo hace efectivo en la disminucién de colesterol en la sangre.

Aunado a esto, el frijol posee ciertas caracteristicas que se consi-
deran indeseables, como factores de flatulencia, fitatos™, inhibidores
enzimaticos, lectinas' y su largo tiempo de coccién.

9 También conocida como vitamina B2; es importante para la produccion de
energia y el mantenimiento de la piel y del tejido de los ojos.
10 Llamada también vitamina B3 o PP; es es esencial para la salud de la piel y
el sistema nervioso.
11 También se le conoce con vitamina B9; participa en la sintesis de proteina,
esta ligado a reducir defectos de nacimiento, fortalece el sistema inmune en
recién nacidos y favorece el buen funcionamiento del cerebro y sistema ner-
vioso.
12 Acidos grasos que tienen més de un lugar (poli) donde el hidrégeno puede
ser anadido. Una dieta alta en grasa monoinsaturada ydpoliinsaturada es gene-
ralmente asociada con un riesgo reducido de enfermedades cardiovasculares.
13 Sustancias que se hallan en alimentos de origen vegetal. Pueden formar
compuestos insolubles (no digeribles), por ejemplo con el calcio y magnesio.
214 Proteinas que se unen a azlcares y son capaces de producir aglutinacion
e éstos.
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Contenido de proteinas. El contenido de proteina reportado para
frijol oscila entre 16 y 33% del peso del grano en base seca.

En el frijol también se debe considerar la presencia y nivel de acti-
vidad de péptidos bioactivos, debido al gran aporte que éstos tienen
en la salud del organismo que los consume, pero para el caso de esta
leguminosa alin no se encuentran reportes sobre estos compuestos.

Justificacion del proyecto
El incremento en la demanda por alimentos que ademas de nutrir pro-
porcionen un beneficio a la salud exhorta al desarrollo de métodos
alternativos para el procesamiento de alimentos tradicionales, como el
frijol, para generar productos con potencial empleo en el tratamiento
de padecimientos crénicos, como la hipertension arterial.

Lo anterior podria, en un futuro, coadyuvar a aliviar (en cierta medi-
da) los problemas de falta de comercializacion que se han presentado
en anos anteriores en el cultivo de frijol.

Hipotesis

Los hidrolizados de proteinas de variedades de frijol Azufrado produci-
das en el estado de Sinaloa poseen péptidos bioactivos con potencial
nutracéutico.

Objetivos del proyecto
1. Elaborar aislados proteicos de distintos genotipos de frijol de Sina-
loa.

2. Obtener hidrolizados bajo condiciones controladas.

3. Caracterizar genotipos de frijol cultivados en Sinaloa con activi-
dad antihipertensiva.

4. Caracterizar genotipos (variedades) de frijol cultivados en Sinaloa
con actividad antioxidante.

METODOLOGIA APLICADA
Materiales evaluados. Los materiales de frijol empleados en esta in-
vestigaciéon fueron Azufrado Higuera, Azufrado Regional 87 y Azufrado
Noroeste, proporcionados por el Instituto Nacional de Investigadores
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

La investigacién se realizé bajo el siguiente esquema de trabajo:

1. Obtencién de harina (quebrado de grano y pulverizacién).

2. Obtencién de aislados de proteina.

3. Hidrdlisis bajo condiciones controladas, empleando en expe-
rimentos independientes tres enzimas: alcalasa, termolisina®™ vy
pancreatina’®,

156 Enzima que acelera la degradacion de las proteinas.
16 Proteina que acelera la digestion en el organismo.
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Figura 3. Granos de frijol Azufrado empleados en la investigacion.

Acopio de materiales:
Azufrado Regional 87

Azufrado Noroeste Obtencién de harinas de Obtencion de aislados de
Azufrado Higuera frijol entero proteina
Recuperacion de la proteina Hidrdlisis bajo condiciones Recuperacion de
para secado controladas hidrolizados

— ﬁ

4. Caracterizacién antihipertensiva de los distintos hidrolizados.

5. Caracterizacién antioxidante de los distintos hidrolizados.

Obtencion de harinas. Para la elaboracion de las distintas harinas
primero se quebré el grano en un molino, impulsado por un motor de
medio caballo de fuerza; posteriormente el grano se pasé por un moli-
no de martillos, marca Perten. Este proceso se realizé en la Facultad de
Ciencias Quimico-Biolégicas de la Universidad Auténoma de Sinaloa,
en Culiacan.

Obtencion de aislados de proteina. En una primera etapa se extrajo
la proteina bajo condiciones alcalinas. Las harinas se solubilizaron al

10% en agua (100 gramos de harina en un litro de agua) en condiciones
alcalinas, y se mantuvieron en agitacion.

Figura 4. Esquema general de trabajo.
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Después de una hora se separd la proteina soluble mediante centri-
fugacién' y se recuperé el liquido que contenia a las proteinas.

En una segunda etapa se recuperd la proteina bajo condiciones aci-
das.

Las proteinas en forma insoluble se separaron por centrifugacion.
La proteina en forma de pastilla se recuperé en los tubos de centrifu-
ga.

Hidrdélisis bajo condiciones controladas, empleando en experimen-
tos independientes tres enzimas: alcalasa, termolisina y pancreatina.
Una cantidad conocida de proteina se mezclé con una de las enzimas
(alcalasa, termolisina o pancreatina); el pH de la solucién se mantuvo
constante, empleando un titulador automatico por al menos dos horas,
para permitir la accién de las enzimas y degradar la proteina de frijol. )

Posterior a la etapa de hidrdlisis, la proteina no digerida se separd \ Proteina
mediante centrifugacién, manteniéndose en solucién sélo los produc-
tos de la hidrdlisis (péptidos) a los que se les determinard la actividad
nutracéutica.

Caracterizacion antihipertensiva de los distintos hidrolizados. Cuadro 3. Tratamientos para la obtencion de hidrolizados.

Figura 6. Etapas de obtencion de aislados proteicos.

Cuando las enzimas estan activas son capaces de transformar su sus- edad cal lisi )
trato especifico en un producto; en el caso de la Enzima Convertidora Varieda Alcalasa Termolisina Pancreatina
de Angiotensina (ECA) el sustrato se denomina HHL, y el producto es Azufrado
HL, que tiene una absorbancia'™ especifica. En presencia de un inhibi- Hi V
. AT , guera
dor, la cantidad del producto se vera disminuida o no habra.
Para cada hidrolizado, el porcentaje de inhibicion se determina a Azufrado V V V
distintas concentraciones. Noroeste
Al final, se obtiene una curva donde se determina la concentracion
Azufrado /
Regional 87

Titulador automatico
para controlar el pH

dos para la obtencién de harinas.

Figura 5. Molinos empl

temperatura
Figura 7. Sistema de hidrélisis, donde se observa el titulador automatico que controla el pH de
la solucién y un sistema para el control de la temperatura.

17 Método por el cual se pueden separar sélidos de liquidos de diferente den-
sidad mediante una centrifugadora, la cual imprime a la mezcla un movimiento
rotatorio.

18 Medida de la atenuacién de una radiacién al atravesar una sustancia.
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de hidrolizado necesaria para inhibir al 50% la enzima ECA.
Caracterizacion antioxidante de los distintos hidrolizados. Para
esta labor se empled el reactivo DPPH, que es un agente oxidante de
color purpura,
Al mezclar DPPH con un antioxidante, en este caso con hidrolizados,
el agente oxidante se degrada o elimina, cambiado su color hacia ama-
rillo; posteriormente se cuantifica cudnto DPPH esta aln presente.

Enzima Convertidora de

Sustrato Angiotensina (ECA) Producto Cuantificacion del
. — 0 ivi
(HHL) (HL) 100% de actividad
I
|
Sustrato Enzima Convertidora de
(HHL) Angiotensina (ECA)
+ Producto | cuantificacion del por-
Hidrolizado > (HL) centaje de inhibicion
100
50 e Y
. I
P —

Porcentaje de inhibicion
B E 8 5 ¥ 8 3

o [} o4 06 a8 1
Miligramos por mililitro de hidrolizado

Figura 8. Representacion esquemadtica de la determinacion de la actividad antihipertensiva.
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Figura 9. Representacion esquemdtica del ensayo de actividad antioxidante.
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RESULTADOS

1. Obtencion de aislados de proteina. Se obtuvieron tres aislados pro-
teicos de los materiales Azufrado Higuera, Azufrado Noroeste y Azufra-
do Regional 87 (ver Cuadro 4).

Cuadro 4. Rendimiento de aislado proteico y contenido de proteina
de granos de frijol de materiales evaluados*.

. . S Porcentaje de proteina
Variedad Porcentaje de rendimiento en aislado***
Azufrado Higuera 13 61.01
Azufrado Noroeste 12.50 58.39
Azufrado Regional 87 12.50 66.73

* Valor promedio obtenido de tres extracciones.
**Expresado como porcentaje de aislado obtenido de 100 gramos de harina.
**Contenido de proteina presente en los aislados, determinado por el método de Lowry.

Los resultados de rendimiento, es decir cantidad de aislado por ha-
rina procesada, fue de mayor a menor en el siguiente orden: Azufrado
Higuera (con 13%), Azufrado Noroeste (12.5%) y Azufrado Regional 87
(12.5%), este nivel se encuentra en el promedio de lo obtenido en otros
granos, y bajo para lo reportado en otros estudios de frijol (de 15 a 20%
de rendimiento); lo que indica que es posible optimizar la extraccién
en un futuro.

El contenido de proteina en los aislados fue de 66.73% para Azufra-
do Regional 87, 61.01% para Azufrado Higuera, y 58.39% para Azufra-
do Noroeste.

De lo anterior se deduce que la variedad que mas proteina provee
por harina procesada es Azufrado Regional 87, del que se podrian ob-
tener 8.34 gramos de proteina por cada 100 gramos de harina proce-
sada; le siguen Azufrado Higuera (7.93 gramos) y Azufrado Noroeste
(7.30 gramos).

2. Hidrdlisis bajo condiciones controladas. Se obtuvieron nueve hi-
drolizados proteicos, los cuales corresponden al tratamiento enzimati-
co de los aislados proteicos de cada uno de las tres variedades de frijol
(Azufrado Higuera, Azufrado Noroeste y Azufrado Regional 87) con las
tres enzimas (alcasala, termolisina y pancreatina). Ver Cuadro 5.

A cada uno de los hidrolizados se les determiné el porcentaje de re-
cuperacion, es decir la cantidad de proteina recuperada en funcién de
la proteina al inicio de la hidrdlisis. De éstos, el valor promedio mas alto
fue presentado por la enzima termolisina (25.91%), seguida de pan-
creatina (22.55%) y alcalasa (21.29%).

Azufrado Noroeste con la enzima pancreatina fue el que presentd
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Cuadro 5. Porcentaje de recuperacion de los distintos hidrolizados
de proteina de frijol*.

Variedad Alcalasa Termolisina Pancreatina Promedio

De21.99 a De 26.05 a De 22.61 a De 21.67 a

Azufrado Higuera 99 95 26.29 22.67 25.85

Azufrado No- De 20.43 a De24.79 a De 26.89 a De21.46 a

roeste 21.93 25.27 26.93 27.3
Azufrado Regio- De20.2a De 25.18 a De17.92a
nal 87 20.26 27.88 18.28 SRS EY
Promedio De 20.87 a De 25.34 a De22.47 a De 20.32 a
21.71 26.48 22.63 26.18

*La proteina recuperada se representa en base a la proteina al inicio de la hidrolisis.

el porcentaje de recuperacién mas alto (de 26.89 a 26.93), seguido de
Azufrado Regional 87 con termolisina (de 25.18 a 27.88) y Azufrado
Higuera con termolisina (de 26.05 a 26.29).

3. Caracterizacion antihipertensiva de los hidrolizados de frijol. Se
obtuvieron nueve caracterizaciones de la actividad antihipertensiva,
que corresponden a los hidrolizados proteicos de las tres variedades
de frijol (Azufrado Higuera, Azufrado Noroeste y Azufrado Regional 87)
tratados con las enzimas alcalasa, termolisina y pancreatina.

Se determind en qué medida los distintos tratamientos son capaces
de inhibir la accion de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA).

Los tres mejores tratamientos fueron Azufrado Higuera hidrolizado
con la enzima alcalasa, donde 0.248 microgramos por mililitro presen-
tan un indice de inhibicion al 50% (IC50) de la enzima ECA; le sigui6
Azufrado Regional 87 con pancreatina (a dosis de 0.18 a 0.34 microgra-
mos por mililitro); y en tercer lugar Azufrado Higuera con pancreatina
(a dosis de 0.29 a 0.31 microgramos por mililitro). Ver Cuadro 6.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto son muy alenta-
dores. Se han reportado valores de IC50 para productos fermentados
de soya que van de 80 a 360 microgramos por mililitro, valores mayo-
res inclusive a los reportados para los tratamientos menos efectivos
(Azufrado Higuera con termolisina [IC50=13.12 microgramos por mili-
litro]). Entre menores sean estos valores mas eficaces se consideran,
dado que serd necesario consumir una menor cantidad para tener un
efecto positivo en el control de la presion arterial elevada.

En otro estudio sobre péptidos bioactivos aislados del pez Euphau-
sia superb se observé que los péptidos identificados Val-Trp presen-
taron un IC50 de 2.75 microgramos por mililitro, y Leu-Lys-Tyr un
IC50 de 4.26 microgramos por mililitro. Estos valores estan entre los
encontrados en los hidrolizados de frijol, pero no son mejores que los
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Cuadro 6. Concentracién paralainhibicion del 50% de la actividad de
la enzima ECA (IC50, en microgramos por mililitro)*.

Variedad Alcalasa Termolisina Pancreatina Promedio
Azufrado De0.23a | pe 38622236 | De0.292031 | De1.1626.72
Higuera 0.27

Azufrado De 10.79 a De2.21a

De0.3a0.34 | De 3.53a20.47

Noroeste 12.25 13.69

Azufrado 0.30 De91a95 |De0.18a034 | De-1.22a7.8
Regional 87 ' ' ' ' ' ' '
Promedio Deooé%‘r’a De 9.76213.18 | De-1.829.86 | De5.17 a5.19

*Concentracion de hidrolizado para obtener el 50% de inhibicion de ECA, del promedio

de tres ensayos independientes.

tratamientos de las tres variedades con la enzima alcalasa (de 0.25 a
0.30 microgramos por mililitro).

4. Caracterizacion antioxidante de los hidrolizados de frijol. Se ob-
tuvieron nueve caracterizaciones de la actividad antioxidante, que co-
rresponden a los hidrolizados de los tres genotipos de frijol evaluados
(Azufrado Higuera, Azufrado Noroeste y Azufrado Regional 87) tratados
con las enzimas alcalasa, termolisina y pancreatina (ver Cuadro 7).

Cuadro 7. indice de actividad antioxidante de los hidrolizados*.

Variedad Alcalasa Termolisina Pancreatina Promedio
Azufrado De 1.022 a De 1.349 a De 0.983 a De 0.825 a
Higuera 1.082 2.429 1.095 1.829
Azufrado De 1.032a De 1.022 a De 1.005 a De 1.017 a
Noroeste 1.072 1.042 1.043 1.055
Azufrado De 1.037 a De 0.988 a De0.98 a De 0.994 a
Regional 87 1.137 1.088 1.032 1.096
. De 1.041 a De 0.988 a De 0.824 a
Promedio 1101 De 0.81a1.83 1.058 1.448

* Cifras promedio de tres ensayos. Valores mayores a 1 indican actividad antioxidante.

Se evalué la capacidad de inactivar el reactivo DPPH (agente oxi-
dante). Este ensayo es empleado para determinar la actividad antioxi-
dante en alimentos para consumo humano, principalmente.

En este ensayo los tratamientos con valores mayores a 1 se consi-
deran que presentan actividad antioxidante. EI mejor tratamiento fue
Azufrado Higuera con la enzima termolisina (de 1.349 a 2.429), seguido
de los tratamientos con alcalasa de Azufrado Regional 87 (de 1.037 a
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1.137) y Azufrado Higuera (de 1.022 a 1.082) y de Noroeste (de 1.032
a 1.072).

CONCLUSIONES

1. Del material Azufrado Higuera se obtuvo un mayor rendimiento de
aislado proteico (13%) que los otros materiales, mientras que el aisla-
do proteico de Azufrado Regional 87 presenté el mayor contenido de
proteina (66.7%), seguido de Azufrado Higuera (61%).

De acuerdo con estos resultados, el material mas idéneo para su
procesamiento seria Azufrado Higuera, pues la combinacién de rendi-
miento y contenido de proteina en los aislados generaria mas hidroli-
zado con actividad nutracéutica.

2. Azufrado Noroeste fue el que presenté el porcentaje de recupera-
cién mas alto, con la enzima pancreatina (de 26.89 a 26.93%); seguido
de Azufrado Regional 87 con termolisina (de 25.18 a 27.88%); y Azufra-
do Higuera con termolisina (de 26.05 a 26.29%).

Estos valores solamente indican cuanto hidrolizado se obtuvo du-
rante el procesamiento de la hidrdlisis. Las proteinas que no fueron
hidrolizadas se eliminaron, con lo que se obtuvieron principalmente
péptidos y proteinas parcialmente hidrolizadas o pequenas.

En el presente trabajo, a pesar de que alcalasa generé los porcenta-
jes de péptidos mas bajos se reporta por ser la enzima que posee mas
actividad de las tres empleadas en el proyecto.

3. Respecto a la actividad antihipertensiva, los mejores valores de
inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina se obtuvieron al
tratar los distintos aislados de frijol con alcalasa (0.291 microgramos
por mililitro); seguido de pancreatina (4.025 microgramos por mililitro)
y, por ultimo, con termolisina (11.473 microgramos por mililitro).

4. La mejor combinacion frijol-enzima para la actividad antihiper-
tensiva fue la siguiente: Azufrado Higuera hidrolizado con la enzima
alcalasa, donde se obtuvo un IC50 de 0.248 microgramos por mililitro,
por lo que en la segunda etapa del proyecto ésta sera la combinacién
empleada para determinar el compuesto activo.

5. Resulta de interés mostrar que Azufrado Regional 87 y Azufra-
do Higuera con pancreatina presentaron muy buenos valores de 1C50
(0.262 y 0.300 microgramos por mililitro). Estos resultados deberan co-
rroborarse en ensayos en vivo para establecer que el consumo directo
de estos materiales promueve un control de la presién arterial.

6. Aunque todos los tratamientos presentaron actividad antioxidan-
te, el mejor fue Azufrado Higuera con termolisina (de 1.349 a 2.429).
Valores mayores a 1 se consideran con actividad antioxidante.

7. Al considerar el rendimiento y contenido de proteina de aisla-
do proteico, los valores de actividad antihipertensiva y antioxidante,
Azufrado Higuera resulta el mejor material y el que posee la mas eleva-
da propuesta nutracéutica.

Identificacién de variedades de frijol Azufrado con propiedades medicinales
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Figura 16. Ejemplos de frutos de papaya aptos para ser cosechados. 10 Una libra equivale a 460 gramos.
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