UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE POSGRADO EN ALIMENTOS DEL CENTRO DE LA
REPUBLICA (PROPAC)

ELABORACION DEL ENLATADO DE DOS VARIEDADES DE FRIJOL
COMUN (Phaseolus vulgaris) Y EVALUACION DE SU EFECTO
ANTIDIABETICO.

TESIS

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de la

MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PRESENTA

1.Q. VIRIDIANA ORTEGA CORDOVA

DIRIGIDO POR

Dra. ROSALIA REYNOSO CAMACHO.

C.U. SANTIAGO DE QUERETARO, QRO., SEPTIEMBRE 2010



AUTONOMA DE QUERETARO

oNnasi
'@'%

N3 O
4‘\
0,
*
>
L]
e
@

ELABORACION DEL ENLATADO DE DOS VARIEDADES DE FRIJOL COMUN
(Phaseolus vulgaris) Y EVALUACION DE SU EFECTO ANTIDIABETICO.

Universidad Autébnoma de Querétaro

Facultad de Quimica

TESIS

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de la

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Presenta:

[.Q. Viridiana Ortega Cordova

Dirigido por:

Dra. Rosalia Reynoso Camacho.

Dra. Rosalia Reynoso Camacho
Presidente

Dr. José Alberto Gallegos Infante
Secretario

Dra. Ma. Guadalupe Loarca Pifa
Vocal

Dra. Silvia Lorena Amaya Llano
Suplente

Dra. Nuria Elizabeth Rocha Guzman
Suplente

Q.B. Magali E. Aguilar Ortiz
Director de la Facultad

SINODALES

Firma

Firma

Firma

Firma

Firma

Dr. Luis Gerardo Hernandez Sandoval
Dir ector de Investigacion y Posgrado

Centro Universitario

Querétaro, Qro.
Septiembre, 2010
México



RESUMEN.

El frijol cocido de manera tradicional posee propiedades antidiabéticas, sin
embargo, no existen estudios donde se relacionen estos efectos con el tipo de
coccion que se utiliza para su preparacion. El objetivo del presente estudio fue
enlatar dos variedades de frijol comun; Negro 8025 (NL) y Flor de Junio Marcela
(FL) y evaluar su efecto antidiabético. A los granos se les determiné factibilidad de
enlatado. Se realizo coccion en olla de ambas variedades (NO y FO). Al producto
terminado se le evalué calidad, contenido de fenoles y capacidad antioxidante.
Para los estudios in vivo, se utilizaron ratas diabéticas alimentadas con una dieta
suplementada con frijol al 9%. Las ratas fueron sacrificadas cuantificando lipidos
en suero, proteinas en orina y depuracion de creatinina, a los rifiones se les
realizd estudios histopatolégicos y se determiné la expresion de VCAM y TNF-a.
En los resultados de factibilidad de enlatado y calidad de producto terminado
ambas variedades presentaron caracteristicas adecuadas. El frijol NL y NO
presentaron mayores cantidades de taninos condensados (12.4-14.5 mg eqg.
+catequina/g) y antocianinas (71.5-98.9 mg eq. Cianidina 3-glucésido/kg). La
capacidad antioxidante fue mayor en el frijol FL y FO. Para los estudios in vivo no
se observaron diferencias en los niveles de glucosa con respecto al control (CD),
sin embargo, los triglicéridos disminuyeron para NL y FL hasta en un 57%. Se
observé que los grupos NO y FL presentaron niveles de proteina en orina menores
al CD 33 y 64% respectivamente, en depuracion de creatinina el grupo NO
presentd un nivel superior (83%) al CD. Los resultados histolégicos no mostraron
diferencias para los tratamientos. En la cuantificacion de VCAM y TNF-a los
grupos NO y FL tuvieron menor expresion. Se concluye que los frijoles N8025 y
Flor de Junio Marcela presentan caracteristicas adecuadas para ser enlatados, sin
embargo, la proteccién contra dafio renal es dependiente de la variedad y del
proceso de coccion.

Palabras claves: Antidiabéticas, coccion en olla, enlatado



SUMMARY.

Beans cooked in the traditional way have anti-diabetic properties; nevertheless,
there are no studies that relate these effects to the type of cooking used in their
preparation. The objective of this study was to can two types of common beans
— 8025 black beans (CB) and flor de junio Marcela beans (CF) and to evaluate
their anti-diabetic effect. The feasibility of canning was determined for these grains.
Both varieties (PB and PF) were cooked in pots. The finished product was
evaluated in terms of quality, phenol content and antioxidant capacity. For in vivo
studies, diabetics rats were sacrificed, and serum lipids, urine proteins and
creatinine clearance were quantified. Histopathological studies of the kidneys were
carried out and the expression of VCAM and TNF-a was determined. Both varieties
showed the proper characteristics in the results from canning feasibility and end
product quality. Canned and pot cooked black beans (CB and PB) had greater
amounts of condensed tannins (12.4-14.5 mg eq. to +catechin/g) and anthocyanins
(71.5-98.9 mg eq. to cyanidin 3-glucoside/kg). The antioxidant capacity was
greater in the CF and PF. No differences were observed in the glucose levels in
the in vivo studies regarding control (DC); nevertheless, the triglycerides
decreased for the CB and CF by up to 57%. It was observed that the PB and CF
groups had urine protein levels lower than the DC, 33 and 64% respectively. For
creatinine clearance the PB had a higher level (83%) than the DC. The
histopathological results showed no differences regarding treatment. In the
guantification of VCAM and TNF- «, the PB and CF groups had lower levels. Our
conclusion is that B8025 and flor de junio Marcela beans have the proper
characteristics for canning; however, protection against kidney damage depends
upon the variety and cooking process.

Key words: Anti-diabetics, cooking in pot, canning
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I. INTRODUCCION

El frijol es uno de los alimentos base en la dieta del mexicano, es una fuente
importante de proteina, fibra y otros nutrientes, sobre todo en estratos sociales de
bajos ingresos. Sin embargo, en los Ultimos afios ha disminuido su ingesta asi
como también de otros alimentos como frutas y verduras, lo cual, en combinacién
con la falta de actividad fisica, ha impactado en el padecimiento de enfermedades

cronico degenerativas como la diabetes.

México ocupa el noveno lugar en numeros de casos de diabetes en el mundo, esto
no ha cambiado hasta el afio 2007 segun datos de la Federacion Internacional de
Diabetes. Lo anterior ha originado el desarrollo de diferentes trabajos enfocados a

prevenir y controlar este padecimiento.

Diferentes estudios han comprobado el efecto antidiabético del frijol, lo que se ha
relacionado principalmente con su bajo aporte calérico, alto contenido de fibra y
compuestos fendlicos, ya que se sabe que los niveles de glucosa en sangre y el
estrés oxidativo en una persona diabética estan estrechamente relacionados con
la dieta. La hiperglucemia cronica en la diabetes y el elevado estrés oxidativo se
asocia a largo plazo a lesiones que provocan disfuncion y alteracion de varias
células, en especial la de los rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos. Esto
se lleva a cabo, por la glicosilacion proteica y el aumento de las especies reactivas
de oxigeno, que dafian las paredes de los vasos sanguineos y altera las funciones
de su capa interna, lo que puede inducir a las células a la muerte, provocando que

los tejidos se lesionen y pierdan su funcién.

Por otro lado, las estadisticas sefialan que el consumo de frijol enlatado se ha
incrementado, lo cual se debe a los cambios en los estilos de vida. Lo anterior ha
favorecido, que la poblacién incline su preferencia hacia alimentos preparados

listos para consumir.



Durante el proceso de enlatado del frijol, asi como de otros alimentos, el
tratamiento térmico juega un papel importante en la calidad final del producto. El
objetivo del tratamiento térmico de un alimento enlatado, es la destruccion de la
poblacion microbiana e inactivacion de enzimas para prevenir el deterioro del
producto, sin embargo, el calentamiento también causa cambios en las
caracteristicas fisicoquimicas y biologicas del alimento. De tal manera que el
procesamiento térmico en un alimento enlatado debe alcanzar un equilibrio entre

la calidad y sanidad del producto final.

En el presente trabajo, se realiz6 el enlatado de dos variedades de frijol comdn
Negro 8025 y Flor de Junio Marcela, con énfasis en la determinacion del tiempo de
tratamiento térmico, buscando el disminuir la pérdida de propiedades funcionales y
nutracéuticas. Esto ultimo, debido a que ambas variedades han demostrado un
efecto antidiabético en trabajos realizados en la Maestria en Ciencia y Tecnologia
de Alimentos de la Universidad Autdbnoma de Querétaro, en las cuales se aplicé un
meétodo de coccidn tradicional (coccion en olla). En base a lo anterior, en este
estudio se evalud el efecto de ambas variedades sometidas a un proceso de
enlatado industrial y comparado con un proceso tradicional, sobre el control de la
diabetes. Los resultados mostraron que, aungque no hubo un control de los niveles
de glucosa y lipidos en suero en los animales diabéticos, se observé un posible
efecto protector sobre el dafio renal en los grupos alimentados con las harinas de
frijol Negro de olla (NO) y Flor de Junio de lata (FL) ya que estos grupos
presentaron menores niveles de depuracion de creatinina y menor expresion de
TNF-a y VCAM.



II. ANTECEDENTES

2.1 Frijol comun ( Phaseolus vulgaris)
2.1.1 Generalidades

Actualmente se consumen en nuestro pais mas de 70 diferentes variedades de
frijol, desde que se distribuyen en 7 grupos: negros, amarillos, blancos, morados,

bayos, pintos, moteados (Financiera Rural, 2009)

El consumo de frijol es importante en la dieta del mexicano, ya que es una fuente
principal de fibra, proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales, ademéas de

algunos lipidos en menor proporcion (Guzman y col., 2000).

El consumo per capita de frijol en México ha tenido variaciones en su consumo a
través de los afios. Se estima que, el consumo per capita por afio de frijol fue de
1992 a 1996 de 12 kg, en el 2006 se registraron cifras de 9.4 kg y para el 2008 se

registrd un aumento a valores nuevamente de 12 kg (SAGARPA, 2008).

2.1.2 Composicidon quimica

El porcentaje de proteina en el frijol varia de acuerdo a la época de crecimiento y
localizacion geogréfica del cultivo, ademas de otros factores internos oscilando
entre el 16 y 33% (Osborn, 1988).

El contenido de carbohidratos varia del 50 al 60% del peso en base seca de la
semilla (da Silva y col., 2006). El almidon representa el principal constituyente de
esta fraccion, siendo aproximadamente el 35% del peso de la semilla en base
seca. Otros carbohidratos como la fibra cruda alcanzan niveles de 3 a 10%.
Polisacaridos como la hemicelulosa y la lignina que forman la pared de la testa
conforman la fibra dietaria cuyo contenido varia de 14 a 19% del peso seco de la
semilla (Pak y col., 1990).



El contenido de carbohidratos de los frijoles segun la clasificacion establecida por
la FAO/OMS (1998) pueden ser clasificados de acuerdo a su naturaleza de

carbohidratos glicémicos y no glicémicos tal como se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de carbohidratos de los frijoles establecida por FAO/OMS

de acuerdo a su naturaleza glicémica y no glicémica.

Carbohidratos glicémicos Carbohidratos no glicémico S
Glucosa libre Fibra dietética total
Almidon total Fibra soluble

Almidon rapidamente digerible Fibra insoluble
Almidoén lentamente digerible Almidon resistente

(FAO, OMS, 1998)

El contenido de lipidos oscila entre 1 y 5% del peso seco de la semilla siendo los

principales el oleico, linoleico y linolénico (Messina, 1999).

El frijol contiene una gran variedad de microelementos entre los que se destacan
las vitaminas como la niacina, tiamina, rivoflavina y acido félico; minerales como el
Ca, Fe, Cu, Zn, P, Ky Mg (Augustin, 1989), y los compuestos fendlicos entre los
gue podemos citar a los flavonoides, antocianinas, taninos condensados, acidos
fenolicos (&cido p-hidroxibenzoico, acido vanilinico, acido p-cumarico, &cido
ferdlico), isoflavonas (genisteina, daizeina) y el fitoestrégeno perteneciente al
grupo cumestano denominado cumestrol entre muchos otros (Diaz y col., 2006;
Espinoza y col., 2006).

2.1.3 Procesamiento del frijol

Se ha identificado la existencia de un mercado de consumo en crecimiento
acelerado para el frijol procesado debido a los cambios sociales, asi como al
aumento del empleo para las mujeres, lo que disminuye el tiempo de preparacion

de los alimentos (Valdés y col., 1995).



El 2% de la produccion nacional y un volumen no determinado de frijol importado
se transforma en productos muy diversos, tales como frijol cocido embolsado, frijol

enlatado, deshidratado y combinados con otros productos, etc.

Se ha reportado que 72.5% de los consumidores mexicanos, prefieren el frijol en
grano y un 20.62% industrializado, de este dltimo; 13.8% enlatado, 4.62%
empacado al vacio, 1.60% en tetra-pack y 0.60% deshidratado (Rodriguez y col.,
2008).

2.1.3.1 Enlatado del frijol

Aun cuando las etapas caracteristicas de un proceso de enlatado de frijol pueden
cambiar segun la variedad y la empresa empacadora, en términos generales se
procede a través de 11 etapas: limpieza, escaldado, preparado, llenado,
agotamiento, cierre, esterilizacion, enfriado, etiquetado, cuarentena y empacado
(A. A. P.P. A., 2003).

La limpieza se realiza con el fin de eliminar impurezas; posteriormente se lleva el
frijol a un escaldado para inactivar enzimas que pudieran repercutir en el
desarrollo de sabores y aromas indeseables en el producto final. Enseguida se
realiza la preparacion del frijol en donde se incorporan condimentos (sal, cebolla
ajo, etc). Una vez preparados los frijoles se realiza el llenado de las latas dejando
un espacio de cabeza de aproximadamente de 1 a 2 cm entre el alimento y el
borde de la lata. Se realiza el agotamiento, en el que se hacen pasar las latas en
un tunel donde se suministra vapor de agua esto con la finalidad de eliminar el
oxigeno del alimento y evitar el desarrollo de reacciones indeseables en el
alimento. Se cierra 0 engargola, y se dispone a la esterilizacion en autoclave o
tambien llamado tratamiento térmico a condiciones propias de tiempo y
temperatura para la variedad de frijol que se utilice siendo ésta una etapa critica
del proceso. Pasado el tiempo de esterilizacion, las latas son enfriadas, ya sea en
chorro de agua o sumergiéndolas en tinas con agua fria a 4 . Finalmente son

etiquetadas y llevadas a cuarentena para monitorear reacciones indeseables



visualizadas por abombamiento de la lata y por ultimo son empaquetadas (Llamas,
20009).

2.1.3.2 Tratamiento térmico en el proceso de enlata do

Un procesamiento térmico efectivo, se basa en la definicion de esterilizacion
comercial. En México, la norma oficial NOM-130-SSA1-1995 define a la
esterilizacion comercial como: el tratamiento térmico aplicado al producto para la
destruccién de todos los microorganismos viables de importancia en la salud
publica y aquellos capaces de reproducirse en el alimento bajo condiciones

normales de almacenamiento y distribucion, sin la condicion de refrigeracion.

Los procesos térmicos tienen como finalidad garantizar la esterilidad comercial,
minimizar costos, maximizar la retencion de nutrientes y optimizar los recursos
energéticos. Su objetivo es procesar alimentos seguros, de alta calidad y con un

valor que el consumidor esté dispuesto a erogar (Ghani, 2006).

La penetracion de calor en un alimento envasado puede realizarse por conduccion
0 por conveccion por el movimiento de liquidos o gases; o bien por la combinacién

de ambas que es como ocurre generalmente.

La condicion de proceso tiempo-temperatura es un factor decisivo aplicado de
acuerdo al tiempo de vida util esperado para el producto, sin embargo el
calentamiento también causa cambios en caracteristicas fisicoquimicas y
biolégicas del alimento (Xiong, 1994). De tal manera que, el procesamiento
térmico en un alimento debe alcanzar un equilibrio entre la calidad y la sanidad del

producto final.

Existen factores que afectan la velocidad de penetracidon de calor como son:
tamafo y forma del envase, relacion solido/liquido, consistencia del alimento,
volumen de llenado del envase, material del envase (A. A. P. P. A., 2003). Por lo
gue para asegurar la calidad del enlatado comercial, es necesario establecer la
dinamica de calentamiento del denominado punto frio de la lata (Ghani y col,

1999). La dinamica del punto frio de la lata usualmente se determina de manera
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experimental, colocando termopares en varios sitios del recipiente, posteriormente
la lata se somete al tratamiento térmico en autoclave y durante todo el proceso se
registra la temperatura contra el tiempo, lo que permite inferir la ubicacion del
punto frio que es el que va a determinar el tiempo de tratamiento para asegurar la

esterilidad comercial (Zechman y col., 1989).

2.1.3.3 Valor de esterilizacién comercial (F)

Varios parametros de inactivacion han sido desarrollados como herramientas
matematicas para obtener una relacién tiempo-temperatura. Esta relacion es
necesaria para alcanzar un tratamiento térmico acertado durante el proceso de
enlatado de un alimento. El valor de esterilizacion F, es un parametro de gran
utilidad que se refiere a los minutos requeridos para destruir un nimero finito de
microorganismos a determinada temperatura. Es decir, es una combinacion de la
relacion tiempo/temperatura recibida por un alimento para asegurar una

“esterilidad comercial” (Ramaswamy y col., 2006).

Los métodos de procesamiento térmico aplicados a los alimentos para la
destruccién de microorganismos relevantes para la salud publica, integran los
efectos letales de los mismos. Entre los métodos mas precisos para conocer el
valor de esterilizacion F se encuentran dos clases: 1) Método general descrito por
Bigelow y col. (1920) que integra los efectos letales por una gréafica o
procedimiento de integracidon numérica basados en datos de tiempo-temperatura
obtenidos a partir de pruebas de procesos en envases bajo condiciones de
proceso comerciales actuales y el 2) Método de la formula descrito por Ball (1923)
gue integra los efectos letales por una gréfica o procedimientos de integraciéon
numérica basados en datos de tiempo-temperatura. De ellos se han desprendido

otra serie de métodos adaptados a diferentes productos.



2.1.4 Estandares de calidad del frijol enlatado

El frijol enlatado es una de las formas principales de consumo de este producto
agricola. Para la obtencién de productos enlatados como el frijol, se tienen que
considerar diferentes caracteristicas de la materia prima a enlatar como lo son: la
capacidad de absorcion de agua, que presente un peso de drenado mas alto,
bajos tiempos de cocimiento, tamafio uniforme, color aceptable por el consumidor,
bajo nUmero de granos rotos y baja cantidad de materia extrafia (Wassimi y col.,
1990). De igual forma, al producto terminado se le examinan diferentes
parametros entre éstos se destacan: el aspecto del frijol (integridad y color), la
consistencia (textura) y el sabor. La integridad se refiere a la aparicion de piel floja,
frijoles rotos, triturados o manchados. Esta Ultima caracteristica es usada en la

evaluacion de la calidad del producto final enlatado (Wassimi y col., 1990).

2.1.5 Efecto del consumo del frijol sobre lasalu d

Los alimentos con bajo indice glucémico (IG) favorecen el control de la glucemia,
disminuyendo los requerimientos de insulina y los niveles de triglicéridos

plasméaticos (Fontvieille y col., 1992).

Los carbohidratos no glicémicos presentes en el frijol resisten la accion de las
enzimas o-amilasas digestivas. Estos llegan al intestino grueso en donde son
fermentados por las bacterias coldnicas quienes producen ATP y los acidos
grasos de cadena corta (AGCC) produciendo un perfil de fermentacion acético:
propidnico: butirico en una proporcion de 71: 12: 17 respectivamente. Los AGCC
ejercen efectos fisiologicos sistémicos y locales que repercuten sobre el

metabolismo lipidico y colonico (Goiii y col., 2001).

Otra de las ventajas del consumo de frijol es su aporte de fibra, la cual se
relaciona con una mayor sensacion de saciedad, debido a varias causas:
producen un mayor volumen del alimento, mayor tiempo de ingestion, incrementa
niveles de colecistocinina lo que ocasiona una mayor sensacion de plenitud

intestinal, esto ultimo relacionado con las reducciones en los niveles plasmaticos
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de glucosa e insulina en pacientes diabéticos por la disminucion del consumo de
alimento. Muchos de los efectos del consumo de frijoles en las lipoproteinas han

sido atribuidos a su contenido en fibra dietética (Duane, 1997).

Entre los compuestos no nutritivos de los frijoles se pueden mencionar los
inhibidores de enzimas (tripsina y a- amilasa), lectinas, fitatos, oxalatos,
compuestos fendlicos y saponinas entre otras. Muchos de ellos se han identificado
debido a los efectos adversos que producen, sin embargo, Ultimamente se ha
demostrado que a dosis controladas, estos podrian ejercer efectos benéficos en la
salud y en este sentido muchos autores los clasifican como compuestos bioactivos
(Duranti, 2006). Con relacion a los inhibidores de amilasa se ha comprobado que
pueden reducir la digestibilidad de almidon, y por lo tanto reducir los niveles de
glucosa sanguinea y aumentar los niveles de insulina en humanos y animales
(Meller, 2006).

En cuanto a los compuestos fenolicos que contiene el frijol, estos estan
relacionados con la disminucion del estrés oxidativo y de la inflamacion (Rocha y
col., 2007; Xu, 2008). Los polifenoles presentan un amplio espectro de actividades
biolégicas y se han propuesto como una herramienta terapéutica para controlar o
corregir desordenes cronicos atribuibles a su actividad antiinflamatoria,
antioxidante, antidiabética, antimutagénica, antialergénica, antiviral y

anticarcinogénica (Kusirisin y col., 2009).

Por todos estos beneficios, el frijol ademas de ser un alimento de gran valor
nutritivo y ampliamente consumido en la poblacién mexicana, ha cobrado una gran
relevancia como alimento funcional sobre todo para el tratamiento de

enfermedades cronico degenerativas como la diabetes.



2.2 Diabetes mellitus

2.2.1 Definicién

La diabetes mellitus (DM) es una alteracibn metabdlica caracterizada por la
presencia de hiperglucemia cronica resultante de defectos en la secrecion o en la
accion de la insulina o de ambos mecanismos, que se acompafia en mayor o
menor medida, de alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, de las

proteinas y de los lipidos (Conget, 2002).

Los principales sintomas de esta enfermedad son incremento en la orina (poliuria),
excesiva sed (polidipsia) y hambre (polifagia). Hay pérdida de peso,
deshidratacién, y pueden presentarse astenia (debilidad, cansancio) y adinamia

(falta de fuerza).

2.2.2 Prevalencia

Actualmente la DM es una de las principales enfermedades cronicas a nivel
mundial. Los nuevos habitos de vida, fundamentalmente el exceso de ingesta
caldrica, la obesidad y el sedentarismo, permiten predecir un gran incremento en
las proximas décadas, en especial en los paises que en la actualidad estan en

vias de desarrollo (Calderon, 2007).

La poblacién en México de personas con diabetes fluctia entre los 6.5 y los 10
millones (prevalencia nacional de 10.7% en personas entre 20 y 69 afios). México
ocupa el noveno lugar de niumeros de casos por diabetes en el mundo esto no ha

cambiado hasta 2007 segun datos de la Federacion Internacional de Diabetes.

2.2.3 Tipos de diabetes

La DM es clasificada clinicamente dentro de dos principales formas, DM insulino-
dependiente (IDDM) o de tipo 1 y la DM no insulino-dependiente (NIDDM) o de
tipo 2 (Kuzuya y col., 2002).
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2.2.3.1 DM tipo 1

La DM insulino dependiente (IDDM) o de tipo 1 es una enfermedad autoinmune
gue comienza generalmente en la nifiez o edad adulta (Todd y col., 2007). Esta
enfermedad es causada por una reaccion corporal anormal en la cual el sistema
inmune destruye las células secretoras de insulina en el pancreas. El cuerpo
depende de la insulina para metabolizar el azlcar para la energia. La causa de la
enfermedad es desconocida, pero se cree que esta relacionado con una infeccion
viral puesto que la destruccion de los tejidos secretores de insulina ocurre a

menudo después de la inflamacion del pancreas (Bupa's health, 2007).

2.2.3.2 DM tipo 2

La DM no insulino dependiente (NIDDM) o de tipo 2 representa el 90-95% de los
casos de diabetes (Das y col., 2005). La DM de tipo 2 es caracterizada por una
disminucion en la accion y secrecion de la insulina (Martin 'y col., 1992). Los
tejidos sensibles a la insulina, como musculo y tejido adiposo, son resistentes a la
accion metabodlica de esta hormona, estado conocido como resistencia a la
insulina. A diferencia de la IDDM, la NIDDM se asocia con un aumento de los

niveles plasmicos de insulina.

Los niveles elevados de insulina circulante no son suficientes para controlar los
niveles de glucosa en sangre, debido a la resistencia a esta hormona que presenta
este tipo de pacientes, de tal manera que en Ultimas etapas de la enfermedad, las
células B pancreaticas se agotan y no son capaces de producir suficiente insulina
para evitar una hiperglicemia mas intensa (Flores y col., 2005), por lo que en
etapas mas avanzadas de la enfermedad los pacientes con NIDDM pueden

presentar caracteristicas similares a los de la IDDM.

En la NIDDM destacan ademas de los factores genéticos, ambientales e
inmunitarios el sobrepeso, inactividad fisica, malos habitos de consumo de
alimentos que conducen a la hiperglucemia (alto nivel de glucosa en sangre),
hipertension (alta tension sanguinea) y dislipidemia (niveles alterados de

lipoproteinas en sangre) (Hans y col., 2003).
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2.2.4 Complicaciones de la diabetes

Exposiciones largas de hiperglucemia causan cambios reversibles e irreversibles
en metabolismo y estructura de tejidos. Estos cambios pueden ser responsables

de las complicaciones de la diabetes (Leslie, 1993).

La hiperglucemia cronica de la diabetes se asocia a largo plazo a lesiones que
provocan disfuncion y alteracion de varios 6rganos, en especial 0jos, rifiones,
nervios, corazon y vasos sanguineos (Mediavilla, 2002). Tales complicaciones
estan clasificadas como dafios microvasculares y macrovasculares (Guzman,
2003).

2.2.4.1 Dafios microvasculares

Es un conjunto de problemas circulatorios causados por el dafio provocado por
glicosilacion proteica (aumento de glucosa en la sangre que se combina con las
proteinas debido a un tratamiento inadecuado) en la pared de los vasos
sanguineos pequefios, esto altera las funciones de la capa interna de los vasos
sanguineos, produciendo insuficiencia renal, retinopatia, y gangrena en miembros
inferiores (Catrrillo, 2006).

2.2.4.2 Dafnos macrovasculares

Los dafios macrovasculares afectan a la pared de los grandes vasos por la
acumulacion de lipoproteinas de baja densidad LDL oxidadas, siendo éste el
primer paso en la patogenia de la aterosclerosis. En la diabetes se da un gran
estrés oxidativo caracterizado por el incremento de especies reactivas del oxigeno
(ROS). Las proteinas de la matriz extracelular sufren glicosilacion, y las LDL se
unen con mas afinidad a las proteinas glicosiladas facilitando su oxidaciéon por los
ROS y su acumulacién en la pared vascular. Ademas en la diabetes disminuye el

NO, que tiene actividad antiaterogénica (Garcia, 2009).
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2.2.5 Estrés oxidativo en la DM

Se ha demostrado que hay una estrecha relacién entre el estrés oxidativo y la
microangiopatia diabética, considerando que el efecto del equilibrio redox alterado
sobre la funcidn endotelial puede contribuir al inicio de macroangiopatia diabética.
(Kuyvenhoven, 1999).

En el estudio de las causas implicadas en la aparicion de estas patologias se ha
demostrado que altos valores de glicemia conducen a un estrés oxidativo. Esto se
debe a que la glucosa se autoxida y da lugar a la formacion de a-cetoaldehidos,
peroxido de hidrégeno (H20,) y radical superoxido (O,), entre otras especies
reactivas del oxigeno (ROS) (Brownlee, 2001).

El estrés oxidativo puede ser una via comun que relacione mecanismos en
apariencia diversos, pero que convergen en el papel que desempeiian el
incremento de las ROS, los AGE vy los productos de peroxidacion lipidica (PL) en
la explicacion de la fisiopatologia de estas enfermedades que frecuentemente

padece el paciente diabético (Esposito, 2006).

2.2.6 Nefropatia diabética

El filtrado de la sangre se lleva a cabo en pequefias unidades dentro de sus
rifones llamadas nefronas. La nefrona es parte importante del mecanismo
homeostatico, que regula la cantidad de agua, sales, urea y glucosa del
organismo. El nefrén, Figura 1, esta compuesto por un pequefio vaso sanguineo o
capilar, llamado glomérulo, entrelazado a un pequefio conducto recolector de orina
llamado tabulo (Parving, 2007).

La nefropatia diabética se refiere a las manifestaciones estrictamente renales de la
diabetes mellitus, caracterizadas principalmente por proteinuria e insuficiencia
renal. Parte importante de las alteraciones anatomopatologicas de la nefropatia
diabética se explican por una acumulacién de componentes como los productos

finales de glicosilacion avanzada (AGEs) que son compuestos que se forman

13



como consecuencia de la glicosilacién de residuos amino en proteinas, lipidos y
acidos nucleicos y su acumulacién produce cambios morfolégicos tanto en la

estructura glomerular como en el intersticio renal (Fierro, 2009).

Nefrona

Cépsula de
Bowman

Glomérulo

Figura 1. Estructura renal.

Como respuesta a este dafio se inicia una reaccion del sistema autoinmune en el
cual participan monocitos-macrofagos, que generan sustancias quimicas
citotoxicas, liberan enzimas proteoliticas, liberan citoquinas (proinflamatorias y
antiinflamatorias) y secrecion de moléculas de adhesion, entre otras (Williams,
2007).

Una de las citocinas proinflamatorias que se ha relacionado ampliamente con el
dafio renal es la TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa). Cuando TNF-a se une a
Su receptor activa una serie de cascadas de sefializacion que incrementan la
expresion de otras citocinas y de células de adhesion molecular (CAMs) entre
éstas se puede mencionar a las de adhesion vascular (VCAM-1). Estas Ultimas
tienen un gran uso como biomarcadores de nefropatia diabética ya que la
alteracion de su adhesion y acumulacion en el epitelio tubular puede llevar a su
desprendimiento, viajando a través del flujo sanguineo llegando a causar
obstruccion en vasos mas pequefios, asi como también necrosis celular,
atrofiando poco a poco las funciones propias del riidbn (Navarro y col., 2006;
Schor, 2005).
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ll. JUSTIFICACION

Recientes investigaciones han demostrado la importancia del frijol como alimento
nutraceutico para el control de enfermedades crénico degenerativas como la
diabetes. México ocupa el noveno lugar de casos de diabetes en el mundo. Esta
situacién ha originado la investigacion de nuevas alternativas para la prevencion y

el control de esta enfermedad.

Se sabe que la biodisponibilidad de los componentes del frijol esta intimamente
relacionada con el tratamiento térmico aplicado para su coccion. Actualmente, se
han reportado estudios donde se abordan los cambios composicionales y
funcionales tras algunos tratamientos térmicos, sobre todo para procesamiento por
cocimiento a olla abierta o con olla de presion. No obstante, no se encuentran
estudios reportados en donde se relacionen los cambios en las propiedades
funcionales de frijol enlatado con actividades antidiabéticas. Esto es importante, ya
gue las estadisticas sefialan una tendencia creciente en la preferencia de frijol
procesado en forma enlatada, debido al cambio en el estilo de vida en lo que

respecta a la preparacion de alimentos.

Investigaciones realizadas en la Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos
han demostrado un efecto antidiabético asociado al consumo de frijol enlatado de
marcas “comerciales”. En estas investigaciones se ha obtenido una respuesta
hipoglucémica, hipolipidémica y se ha observado un efecto benéfico sobre
biomarcadores de inflamacién y dafio renal. Sin embargo en este trabajo no se
tomaron en cuenta variables que afectan directamente al producto final como son:
las etapas durante el procesamiento, la variedad especifica enlatada, el lugar y

fecha de cosecha del frijol.

Por tal motivo en esta investigacion se buscO evaluar el cambio en tales
propiedades funcionales teniendo control sobre las variables anteriormente citadas
y tomando como referencia los resultados cuando se utiliza un método de coccion

tradicional en olla de aluminio de ambas variedades de frijol.
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IV. HIPOTESIS

El efecto antidiabético de harinas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) variedad
Negro 8025 y Flor de Junio Marcela sometidas a un proceso de enlatado es similar

al frijol cocido en olla (método tradicional).
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Elaborar enlatados de dos variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

Negro 8025 y Flor de Junio Marcela y determinar su efecto antidiabético.

5.2 Objetivos especificos

1. Elaborar enlatados de dos variedades de frijol comun; Negro 8025 y Flor

de Junio Marcela.

2. Determinar compuestos fendlicos como: taninos condensados,
flavonoides, antocianinas y fenoles totales, de las harinas de frijol cocido
por el proceso de enlatado y por el método tradicional y evaluar su

capacidad antioxidante por las técnicas de ABTS y DPPH.
3. Evaluar y comparar las propiedades antidiabéticas de las harinas de frijol

enlatado y las obtenidas por coccion tradicional utilizando un modelo animal

de diabetes.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales
6.1.1 Material quimico

» Reactivo de Folin-Ciocalteu, &cido galico, vainillina, (+) catequina, rutina, 2-
aminoetildifenilborato, estreptozotocina, Trizol, DPPH vy el trolox fueron de la
marca Sigma Aldrich; Na,COg3, HCI, etanol, metanol, éter etilico fueron de
la marca J.T. Baker y el ABTS de la marca MP biomedicals.

= Tiras reactivas para la determinacion de glucosa sanguinea fueron de la
marca ACCUTREND.

» Kits enzimaticos para la determinacion de triglicéridos, colesterol, HDL y
creatinina en suero y orina fueron de la marca Randox Laboratories.

» Todos los reactivos para el RT-PCR (Kit para PCR, Oligo dT, dNTPs, Kit
para cDNA) fueron de la marca Invitrogen; el bromuro de etidio de la marca
Bio Rad.

6.1.2 Material bioldgico

» Ratas machos Wistar de 280-300 g adquiridas en el bioterio de la UNAM
campus Juriquilla.

» Variedad de frijol Negro 8025 vy frijol Flor de Junio Marcela cosecha 2009,
proporcionada por INIFAP campus Celaya.

6.2 Métodos
6.2.1 Caracterizacion de los frijoles de las varied  ades a enlatar

6.2.1.1 Tamario de grano

El tamafio del grano se evalué mediante la determinacion de su peso, para lo cual
se tomaron al azar 100 granos y se pesaron. El peso del grano se reportd en
g/100 granos de frijol relacionandose con el tamafio de acuerdo con los datos del
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Cuadro 2.

Cuadro 2. Clasificacién del tamafio del grano de frijol con base en el peso de 100

semillas.
Peso de 100 semillas () Tamafio
Menos de 18 Muy pequefio
18-25 Pequefio
26-40 Mediano
Mayor de 40 Grande

(INIFAP, 1995)

6.2.1.2 Ganacia de tamafio al cocer

Esta se determind con la medida de 100 granos tomados al azar a los cuales se
les determin6é su tamafio midiendo largo, ancho y grosor utilizando un vernier,

posteriormente los frijoles fueron cocidos y se volvio a tomar sus medidas.

6.2.1.3 Tiempo de coccién

El tiempo de coccion se determing utilizando un cocedor Mattson de acuerdo al
meétodo descrito por Guzman y col., (1995), el cual consiste en seleccionar al azar
25 granos de frijol, cada grano se coloca en los orificios de la base del soporte de
las agujas del cocedor, éstas agujas son colocadas posteriormente sobre los
granos, previamente son calibradas a un peso de 90 + 0.5 gramos cada una. En
seguida el cocedor se introduce en un vaso de precipitados con 2000 mL de agua
destilada en ebullicion. Se registra el primer tiempo cuando se reanuda la
ebullicion. Los demas tiempos se registran cuando cada aguja cae al fondo al
atravesar los granos de frijol, considerando asi los granos atravesados como
cocidos. El tiempo de coccidn se reporta en minutos, y se determina de acuerdo al

periodo necesario para qué las 25 agujas, atraviesen los 25 granos de frijol.
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6.2.1.4 Capacidad de absorcién de agua

Se tomaron al azar 25 granos intactos de frijol y se pesaron para determinar el
peso del material seco (PMS). Se sometieron a remojo por 18 horas y después se
drenaron y se elimind el excedente de agua con el papel absorbente. Los granos
se pesaron nuevamente para obtener el peso del material remojado (PMR) y se

determind la capacidad de absorcion de agua con la siguiente ecuacion:

g PMR=PMS
=T pmMs

Donde:
CAA = Capacidad de absorcién de agua (%), PMR = Peso del material remojado

(9), PMS = Peso del material seco (Q).

La capacidad de absorcion de agua (CAA) se utilizé para determinar si la variedad
presenta problemas de coccion, esto de acuerdo a la clasificacion mostrada en el
Cuadro 3.

Cuadro 3. Clasificacion del problema de coccién con base en la Capacidad de

Absorcion de Agua.

Capacidad de Absorcion de Agua (%) Problema de coccién
Mayor de 100 Sin problema
70-100 Problema moderado
40-69 Problema severo
0-39 Problema muy severo

(INIFAP, 1995)

6.2.3 Determinacion de la dindAmica de calentamiento del punto frio de la lata

La dinamica de calentamiento del punto frio de la lata se determind
experimentalmente colocando sensores de temperatura (termopares) en diferentes
puntos geométricos de esta (1/4, 1/3 y entre 1/4 y 1/2), tomando como referencia

la altura total de la lata como se muestra en la Figura 2, que posteriormente fue
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sometida a procesamiento térmico monitoreando tiempo y temperatura con ayuda
de un sistema de adquisicion de datos donde se conectaron cada uno de los
termopares como se muestra en la Figura 3. Los datos registrados permitieron
conocer la distribucion del calor dentro de la lata y determinar el punto frio de la
lata, una vez identificado este punto que es el punto donde mas tardé el calor en
llegar entonces se selecciond este perfil tiempo-temperatura para posteriormente
realizar los calculos del valor F utilizando el Método de Ball (1923) y asi asegurar
una condiciéon de “esterilidad comercial” logrando el equilibrio entre calidad-

sanidad.

Figura 3. Acomodo de las latas con los termopares dentro de la autoclave
conectados a un sistema de adquisicion de datos.
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6.2.4 Determinacion del valor de esterilizacién

La determinacion del valor de esterilizacion se calcul6d por el método de la formula
de Ball (1923). EI método de la férmula de Ball hace uso de los parametros
obtenidos de los datos de la penetracion del calor junto con varios procedimientos

matematicos para integrar los efectos letales. La férmula de Ball es la siguiente:

B = f,llogj.nl;, —logg.]

Donde B es el tiempo de proceso o valor de esterilizacion, f, es el indice de
velocidad de calentamiento, jc, es el factor lag (estos dos parametros se obtienen
de los datos de penetracion del calor), I, es la diferencia inicial de temperatura
(Tr = Ti), y gc es la diferencia de temperatura al final de la coccidbn (gc = T, —
Temperatura minima critica que se desea alcanzar en el punto central del producto
en °F). T, es la temperatura de la retorta, y T; es la temperatura inicial del producto.

(Ramaswamy y col., 2006).

6.2.5 Aplicacion de métodos de coccion

6.2.5.1 Coccién tradicional casera

El frijol se peso y se lavd. La coccion se realizo en olla de aluminio comunmente
utilizada por amas de casa con una relacién 1:5 p/v utilizando agua potable a 96
T aplicando el tiempo calculado en el punto 6.2.1. Una vez cocido el frijol se
trituré y se sec6 en un horno a 60 T por 24 horas; posteriormente se molieron en
un molino pulvex para la obtencion de las harinas las cuales se almacenan a -70

debidamente protegidas de la luz hasta su uso.

6.2.5.2 Coccion proceso de enlatado

El frijol se pesé y se lavd, enseguida se remojé por una hora en agua a

temperatura ambiente, posteriormete se realizo el escaldado en agua a 90 T por
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5 minutos, después se llenaron las latas con 140 gramos de frijol Negro 8025 y
120 gramos de frijol Flor de Junio Marcela para obtener un peso final después del
procesamiento de producto drenado de aproximadamente 250 gramos, se les
incorpord el agua de escaldado dejando 1 cm de espacio de cabeza, luego las
latas fueron introducidas al tinel de agotamiento donde se les suministr6é vapor de
agua verificando que a la salida del tinel la temperatura del producto fuera mayor
a 80 T, inmediatamente se les coloco la tapa y utilizando una engargoladora
industrial fueron cerradas herméticamente. Finalmente las latas fueron colocadas
en la autoclave para realizarse el tratamiento térmico con los tiempos estimados
por el Método de Ball y posteriormente enfriadas por inmersién con agua a 10 €
por aproximadamente 30 minutos. Las latas se colocaron en cuarentena a

temperatura ambiente por 15 dias.

5mina%0°C

Limpieza - Remojo

e

Temp. del producto
a la salida del tunel
90°C.

Agotamiento

| Temperatura 20°C
y Tiempo: 30 min.

Temp.: 121°C
Tiempo: Dif.
Cadavariedad

Cuarentena

Esterilizado ‘ Enfriamiento

Figura 4 . Diagrama de flujo del proceso seguido para el enlatado de las
variedades en estudio.
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6.2.6 Determinacién de calidad de producto enlatad o
6.2.6.1 Integridad

De acuerdo a la técnica descrita por Wu (2005), se seleccionaron tres latas de
cada variedad para esta evaluaciéon. Considerandose un frijol integro aquellos que
no presentaran grietas, ruptura o piel suelta. Las latas fueron abiertas, se
extrajeron las muestras de frijol que fueron lavadas con agua destilada para
apreciar los defectos. El porcentaje de integridad se definio en funcion del nimero

de frijoles dafiados por cada 100 y se calcul6 con la siguiente ecuacion:

Numero de frijoles dafiados por lata

%d jjoles dafiad lata = 100
% de frijoles dafiados por lata Numero total de frijoles en la lata x

6.2.6.2 Color

El color de los frijoles se medi6é usando un espectrofotometro (Mini Scan Hunter
Lab). Con el que se obtuvieron los valores CIE Lab (L*, a*, y b*) los cuales indican
luminosidad o brillantez y varian de 100 para el blanco a 0 para el negro. Los
parametros a y b miden la cromaticidad, donde: a (longitud de onda) tiende a rojo
si el valor es (positivo), al gris si es (neutro) o al verde si es (negativo); mientras
gue b (intensidad de color) tiende al amarillo cuando es (positivo), al gris si es
(neutro) o al azul cuando (negativo), Figura 5. El color de los frijoles fue
expresado en funcion de los parametros L*, a* y b* y se calculd el valor AE
(diferencia de color total) que indica la diferencia de color que se presenta
respecto a un control, este se calcul6 para los frijoles enlatados de cada variedad
utilizando como control su contraparte cocida en olla. Las barras de color se
obtuvieron localizando en el espacio de color CIE los parametros L*, a* y b*

utilizando el software de acceso libre en la red Digital Colour Atlas 3.0.

AE,, x= \/(AL %)2 + (Aa *)? + (Ab *)?
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Blanco
100 L *

Amarillo
+b*

Verde k’_f

g Rojo

+a*

Negro
0! 1

Figura 5. Espacio de color CIE L*, a*, b* CIELAB Commission Internationale
d'Eclairage (Comision Internacional de lluminacién).

6.2.6.3 Textura

La textura se midié en un Texturometro TA- XT2i equipado con una celda de carga
de muestra cilindrica con diametro de 50 mm y una sonda de extrusién con un
disco de compresion de 45 mm de diametro. Se tomaron de 8 a 10 granos de frijol
previamente drenados colocandolos al fondo del cilindro cuidando que la
orientacion de los granos fuera en forma horizontal, se distribuyeron los granos
homogéneamente tratando de ocupar los 50 mm de diametro de la celda de carga.
Los parametros que utilizaron para programar el equipo fueron: Modelo de ensayo
de fuerza de compresion con opcion de ensayo de vuelve al inicio, velocidad-
preensayo de 2.0 mm/s, velocidad de ensayo de 1.0 mm/s, velocidad- post-ensayo
de 10.0 mm/s, porcentaje de deformacion 4%. La lectura de interés para la

evaluacion fue la fuerza maxima dada en gramos fuerza.
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Figura 6 . Texturometro TA- XT2i utilizado para la medicion de textura en
muestras.

6.2.7 Evaluacion de las propiedades quimicas de la s harinas
6.2.7.1 Extraccion de compuestos fendlicos de lamu  estra

La extraccién de los compuestos fendlicos se realizd utilizando metanol como
solvente, para lo cual en un tubo conico de 50 mL se pesaron las muestras de
harina segun la técnica a realizar (taninos condensados y flavonoides 0.8 gramos
de muestra y fenoles totales 2 gramos), se adicionaron 10 mL de metanol y se
protegieron los tubos de la luz con papel aluminio, se dejaron en agitacion durante
24 horas. Posteriormente se realiz6 una centrifugacién a 5000 rpm por 10 minutos,

y finalmente se recuperoé el sobrenadante.

Para la cuantificacion de antocianinas se realizd la siguiente extraccion: En un
tubo conico de 50 mL se pesaron 0.5 gramos de muestra, se adicionaron 4 mL de
etanol acidificado (85 mL de etanol al 95% + 15 mL de HCI 1.0 N), se mezcl6
vigorosamente por 2 minutos de manera manual, se ajusté el pH a 1.0 con HCI, se
agité durante 30 minutos protegido de la luz, posteriormente se centrifugé a 10000
rpm por 20 minutos. Finalmente se recuper6 el sobrenadante y se afor6 a 10 mL

en matraz volumétrico usando etanol acidificado.
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6.2.7.2 Cuantificacién de taninos condensados

La cuantificacion de taninos condensados se realizo de acuerdo al método de la
vainillina, descrito por Desphande y Cheryan (1987), adaptado para el uso de la
microplaca. Protegiendo de la luz, se colocaron 50 uL de sobrenadante (extracto),
se le agregaron 200 pL de la solucién de vainillina al 0.5% recién preparada
(vainillina 1% en metanol y HCI 8% en metanol en una relacion 1:1). Se prepar6 un
blanco adicionando 50 pL de metanol mas 200 pL de HCI 4%. Las muestras se
cubrieron con papel aluminio y posteriormente se leyeron en un lector de
microplaca (Thermo Electron Corp., Multiskan Ascent, model 51118307) a una
absorbancia de 500 nm. Se utiliz6 una curva estandar de (+) catequina (0-0.8
mg/ml) y los resultados obtenidos se expresaron como mg equivalentes de (+)

catequina/g de harina.

6.2.7.3 Cuantificacion de flavonoides

El ensayo espectrofotométrico para la determinacion del contenido de flavonoides
fue el reportado por Oomah y col. (2005), adaptado para el uso en microplaca y
consistio en colocar en los pozos de la placa 50 pL de extracto (muestra) y se
adicionaron 180 pL de metanol y 20 pL de una solucion al 1% de 2-
aminoetildifenilborato. Las muestras se taparon con papel aluminio. La
cuantificacion de flavonoides se realiz6 leyendo la placa en un lector de
microplaca (Thermo Electron Corp., Multiskan Ascent, model 51118307) a una
absorbancia de 404 nm. Se utilizé una curva estandar de rutina (0-50 pg/mL) y los

resultados obtenidos se expresaron como mg equivalentes de rutina /g de harina.
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6.2.7.4 Cuantificacién de antocianinas

La determinacion de antocianinas totales se realiz6 siguiendo el método de Abdel-
Aal y Hucl (1999) y algunas modificaciones de Rivera (1998). Posterior a la
extraccion y el aforo con 10 mL de etanol acidificado se cargaron los pozos de la
microplaca con 250 pL de muestra. La cuantificacion de antocianinas se realizo
leyendo la placa en un lector de microplaca (Spectra Max 190, Molecular Devices
S.A. de C.V.) a una absorbancia de 535 nm. El valor de la absorbancia obtenido

se sustituye en la siguiente formula:
C=(Alg) x (V/1000) x (PM x (1/ g muestra) x 10°
Donde:
C= concentracién de antocianinas totales (mg/kg)
A= lectura de absorbancia a 535 nm,
¢ = coeficiente de absortividad molar cianidina 3-glucésido (25 965 cm™ M™),
V = volumen total del extracto de antocianinas,
PM = Peso molecular de la cianidina 3- glucésido (449 g/g mol).

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de cianidina 3- glucésido/kg
de muestra.

6.2.7.5 Cuantificacion de fenoles totales

La determinacion del contenido de fenoles totales se realizara con el método de
Folin- Ciocalteu (Singleton y col., 1999). Este método se basa en la oxidacion de
los compuestos fendlicos por el reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual estad formado
por una mezcla de acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico que se reduce por
accion de los fenoles, en una mezcla de 6xidos azules de tungsteno y molibdeno.

La coloracion azul producida absorbe a una longitud de onda de 760 nm.

Para la cuantificacion de fenoles totales, se tomd una alicuota de 20 uL de
muestra (extracto) y se le adicion6 230 pL de agua destilada dando un volumen
total de 250 pL, posteriormente se agregaron 125 pL de reactivo de Folin
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Ciocalteu 1N, y se dejo reposar por 6 minutos y en seguida se adiciond 625 pL de
Na,COj3 al 20% y se agitd. Finalmente se dejé reposar la reaccion durante 2 horas
en la obscuridad y se midié la absorbancia a 760 nm en un lector de microplaca
Spectra Max 190, Molecular Devices S.A. de C.V. Se utiliz6 una curva estandar de
acido galico (0-16 pg/ mL) y los resultados obtenidos se expresaron como g

equivalentes de acido gélico /g de harina.

6.2.7.6 Determinacion de capacidad antioxidante po  r ABTS

La capacidad antioxidante fue determinada por el método de ABTS 2,2’-azinobis
(3—etilbenzotiazolina-6-6 acido sulfénico) mediante la técnica descrita por Nenadis
y col. (2004) y Prior y col. (2005), adaptado para su uso en microplaca. De
manera breve se prepard una solucién de ABTS 7 mM en agua destilada y una
solucion de persulfato de potasio (K;S;0g) 140 mM, se mezclaron 5 mL de la
solucion de ABTS y 88 pL de la solucién de persulfato de potasio y se dejo reposar
durante 12 horas para la generacién del radical ABTS™, posteriormente la
absorbancia del radical formado fue ajustado con etanol al 96% (0.5 mL de
solucion de ABTS™ mas 20 mL de etanol) a una absorbancia entre 0.7 y 1 medida
en un lector de microplaca Spectra Max 190, Molecular Devices S.A. de C.V.
Leyendo a una longitud de onda de 734 nm en los tiempos 0 y 6 minutos. Se
coloco en una placa de 96 pozos 20 pL de muestra (extracto) y 230 uL de
solucion de radical ABTS™. Para el blanco se colocaron 20 puL de metanol y 230
pL de etanol y para el control 20 pL de metanol y 230 pL de solucion de radical
ABTS™. Se utilizé una curva estandar de Trolox (50- 800 uM) para expresar los
resultados en pM equivalentes de Trolox por gramo de muestra y con estos
resultados se calculo el porcentaje de inhibicion de acuerdo a la siguiente formula:
% Inhibicion = [(AbScontrol - AbSmuestra)/ADScontrol] *100

En donde:

Porcentaje de Inhibicion (%) es el porcentaje de inhibicion del radical ABTS™ por la
muestra determinado por la disminucion de su coloracion (mayor absorbancia),
(Abscontro) Absorbancia del control a 734 nm, (AbSmuestra) Absorbancia de la

muestra a 734 nm.
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6.2.7.7 Determinacién de capacidad antioxidante po r DPPH

La capacidad antioxidante determinada por el método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) se realiz6 de acuerdo a la técnica propuesta por Fukomoto y Mazza
(2000). Brevemente, se preparé el radical DPPH™ (150 pM) pesando en un
matraz de 25 mL 1.5 miligramos de DPPH y se disolvié con 20.5 mL de metanol
aforandose a 25 mL con agua destilada. En una microplaca de 96 pozos se
adicionan 20 pL de muestra (extracto) y 230 pL de solucién DPPH. Para el blanco
se colocaron 20 pL de metanol y 230 pL de etanol y para el control se 20 pL de
metanol y 230 pL de solucién de radical DPPH™. La placa se leyd a una longitud
de onda de 520 nm a los 0, 4,10, 30 y 90 minutos. Se utilizé una curva estandar
de Trolox (50- 800 uM) para expresar los resultados en uM equivalentes de Trolox
por gramo de muestra y con estos resultados se calculd el porcentaje de inhibicién
de acuerdo a la siguiente formula:
% Inhibicion = [(AbScontrol - ADSmuestra)/AbScontrol] *100

En donde:

Porcentaje de Inhibicion (%) es el porcentaje de inhibicion del radical DPPH™ por
la muestra determinado por la disminucién de su coloracion (mayor absorbancia),
(Absconror) Absorbancia del control a 520 nm, (Absmuestra) Absorbancia de la

muestra a 520 nm.

6.2.8 Evaluacion in vivo
6.2.8.1 Aclimatacion de los animales de experimenta  cion

Las ratas se sometieron a un periodo de adaptacion aproximadamente de una
semana en el bioterio, bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 h cada uno y con

acceso libre a comida y agua.

6.2.8.2 Grupos experimentales

Se utilizaron un total de 36 ratas con peso no mayor de 250 a 300 gramos para los

experimentos, distribuidos en seis grupos de seis ratas cada uno. Para el grupo
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uno (control sano) y el grupo dos (control diabético), los cuales fueron mantenidos
con un consumo de alimento y agua normales después de la induccion. Los
grupos tres, cuatro, cinco y seis, se sometieron a una alimentacion con
incorporacion a la dieta normal de harinas de frijol (9%) procedentes de las dos
variedades de frijol empleadas y de los dos métodos de coccion enlatado y
cocimiento tradicional, la distribucion de los grupos y los tratamientos se presenta

en el cuadro 5. Los animales fueron tratados durante tres semanas.

Cuadro 4. Grupos experimentales.

Grupo Tratamiento

CD Control positivo (diabético).

NO Tratamiento con harina de frijol cocido por método tradicional
variedad Negro 8025.

NL Tratamiento con harina de frijol cocido por proceso de enlatado
variedad Negro 8025.

FO Tratamiento con harina de frijol cocido por método tradicional

variedad Flor de Junio Marcela.
FL Tratamiento con harina de frijol cocido por proceso de enlatado

variedad Flor de Junio Marcela.

6.2.8.3 Induccioén de diabetes

Una vez aclimatados los animales se realizé la induccion de diabetes a los grupos
dos, tres, cuatro, cinco y seis con estreptozotocina (STZ) y el grupo uno fue
inyectado Unicamente con 0.5 mL de una solucion salina. Para los grupos
inducidos con (STZ) la inyeccion se aplicd por via intraperitonial con dosis Unica
de 50 mg/kg de peso corporal disuelta en una solucién amortiguadora de citrato de
0.1 M, pH 4.5, la induccién se realiz6 en un estado de ayuno de 12 horas.
Después de cinco dias se medi6 glucosa sanguinea en un estado de ayuno de 12
horas y se seleccion6 aquellos animales que presentaron niveles mayores a 180
mg/dL.
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Los niveles de glucosa fueron medidos en sangre extraida de la vena caudal de
las ratas (localizada en el extremo de la cola del animal) semanalmente. La
medicion se realizO con tiras reactivas de la marca Accutrend utilizando un
glucometro de la marca ROCHE. En esta técnica el glucdmetro mide la corriente
generada al convertir la glucosa de la muestra de sangre (colocada sobre la tira)
en glucolactona por la enzima glucosa deshidrogenasa. Posterior a la induccion y
seleccion de los animales enfermos se midieron los niveles de glucosa y peso
cada semana dejando los animales en ayuno por 12 horas y se determind también
el consumo de alimento y de agua diariamente durante las 3 semanas de

tratamiento.

6.2.8.4 Sacrificio

Las ratas se sacrificaron utilizando éter para anesteciarlas y se les extrajo sangre
por puncion cardiaca. Se recolectd la orina de cada uno de los animales 12 horas

antes del sacrificio determinando su volumen.

6.2.8.5 Determinacion de perfil lipidico en sangre

En las muestras obtenidas de sangre se obtuvo el suero y se medié perfil lipidico:
triglicéridos, colesterol total, HDL mediante kits enzimaticos de la marca Randox
Laboratories.

6.2.8.6 Determinacion de proteina en orina

Se realiz6 por el método descrito por Lowry (1951).

6.2.8.7 Determinacidon de creatinina

De igual manera en las muestras de suero y orina se determind creatinina
mediante kits enzimaticos de la marca Randox Laboratories y con estos datos se

calcul6 la depuracién de creatinina.

Los célculos se realizan mediante las siguientes formulas:
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Creatinina suero(mg/dL) = (A2 - Al de la Muestra) x Concentracion Patron (mg/dL)
(A2 - Al del Patrén)

Creatinina orina (mg/24 horas) = *mg/dL x volumen urinario (em mL)
100

Depuracion (mL/minuto) = U x VM
S
Donde:
U = creatinina en la orina (mg/dL) - S = creatinina en el suero (mg/dL)
VM = volumen minuto (Vol. Urinario de 24 h (mL), dividido por 1440 minutos),

estos minutos equivalen a 24 horas.

6.2.8.8 Cortes histologicos de rifiones y tinciond e PAS

Los rifiones se colocaron en formaldehido al 4% con buffer de fosfatos,
posteriormente se cortaron transversalmente se realizd una serie lavados con
alcohol a diferentes concentraciones (0.5% a 100%) para deshidratar el tejido,
posteriormente se pasO a xilol para hacer el aclaramiento y finalmente se le
agrego la parafina ,colocando la muestra en una estufa de 30 minutos a 6 horas
manteniendo la temperatura a 60° C. Finalmente se dejo solidificar a temperatura
ambiente, formandose un bloque sélido de parafina con el trozo de tejido incluido.
A partir de éste bloque se realizaron los cortes con el criostato con un espesor de
6 UM los cuales fueron fijados en un portaobjetos para posteriormente realizar las

tinciones.

De manera general la tincion de PAS se realizé de la siguiente forma: los cortes y
se rehidrataron con agua destilada, se sumergieron en solucion de acido
peryodico por 5 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con agua destilada
varias veces, después se tifleron con solucion de hematoxilina durantes 90
segundos, se lavaron los portaobjetos y finalmente se deshidrataron, aclararon y

montaron los cortes en un medio con base de xileno.
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6.2.8.9 Extraccion de RNA

Se utilizd el reactivo de Trizol de la marca Sigma Aldrich haciendo algunas
modificaciones. De manera breve se colocé 1 mL de trizol en tubos eppendorf y se
mantuvo en hielo, se realizo la trituracién del tejido (100 mg por cada mL de trizol)
previamente almacenado a -70 C, con nitrégeno liquido en un mortero enfriado y
tratado con agua DEPC, una vez triturado se incorpord rapidamente el tejido al
trizol, se agitdé vigorosamente y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos a 4 C, se separo el
sobrenadante y se pas6é a un nuevo tubo donde se adicionaron 200 pL de
cloroformo, se incubd 3 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a no mas
de 12 000 rpm por 15 minutos a una temperatura de 4 C, se separo la fase
acuosa y se agregaron 500 pL de alcohol isopropilico, se agitd y se repitié el
procedimiento de incubacion y centrifugacion, se obtuvo un precipitado. Se realizo
un lavado con etanol al 75%, se mezclé y se centrifug6 a 7500 rpm por 5 minutos
a 4T, se vuelve a formar un pellet, se descarto el sobrenadante y se dejo secar
10 min a temperatura ambiente, finalmente se resuspende en 30 puL de agua

DEPC, se cuantifico y se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %.

6.2.8.10 Amplificacion por RT-PCR

Para elaborar el cDNA a partir del RNA de manera breve en un eppendorf se
agregaron 1 pL de oligo dT, 10 pg de RNA, 1 pL de dNTP’s y agua DEPC c.b.p 11
uL de reaccion, posteriormente se calenté a 65 T p or 5 minutos, inmediatamente
después se llevo la reaccion a agua con hielo y se le agregaron 4 pL de buffer de
la enzima, 2 puL de dTT, en seguida se dejé incubar a 42C por 2 minutos y se
agrego 1 pL de enzima Super Script I, se incub6 nuevamente a 42<C por 1 hora'y
finalmente se calent6 a 70C por 15 minutos para in activar la enzima. Una vez
obtenido el cDNA este se llevé a una reacciéon de PCR comun utilizando el kit para
PCR invitrogen, se realizaron los calculos para introducir 600 ng aproximadamente
de cDNA, se agregaron 3 pL de buffer, 0.6 pL de dNTP’s, 1.5 pL del iniciador
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sentido y 1.5 pL del iniciador antisentido, 1.5 puL de Mg, 0.2 puL de enzima Taq,

agua HPLC c.b.p. 30 uL de reaccion. Las condiciones del termociclador fueron:

Paso 1: Iniciacion.
1 ciclo: a 94<C por 3 minutos.
Paso 2: Amplificacion.
35 ciclos: 94T por 15 segundos (Desnaturalizacion)
* C por 30 segundos (Alineamiento )
72T por 1 minuto (Exten sion)
Paso 3: Elongacion final.

1 ciclo: 72 por 7 minutos.

* Temperatura de alineamiento fue diferente para cada iniciador, para:
VCAM 58T, para TNF-a 55, para GAPDH 56T.

Las muestras fueron corridas en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio. Las fotografias de los geles fueron digitalizadas en escala de grises para su
posterior analisis. La evaluacién del nivel de expresion de VCAM, TNF- a y
GAPDH fue cuantificada por densitometria y cada cantidad fue proporcional al
logaritmo de la densidad éptica. La suma de los logaritmos de los valores de los
pixeles fueron usados para estimar la cantidad de acido nucleico en una banda, el
cual es expresado en unidades arbitrarias. La cantidad de cDNA amplificado fue
normalizada con gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Cada alicuota

de RNA fue amplificada por triplicado (Sassy, 2000).

6.3 Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + EE. Se determiné el andlisis de varianza
(ANOVA) a un nivel de confianza de 95%. Se realizé el analisis de comparacion de
medias aplicando la prueba de Tukey, asi como también la prueba de Dunnet.

Todos estos analisis se realizaron en el programa estadistico JMP 5.0.1.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Caracterizacion de frijoles a enlatar

Los atributos del grano que el consumidor prefiere son los que determinan la
calidad comercial del mismo. Tanto el ama de casa como el industrial demandan
granos de colores y tamafios preferentes de acuerdo a los hébitos alimenticios de
la zona pero sobre todo demandan aquellos que sean de rapida coccion (Mufioz y
col., 2009). Especificamente los industriales prefieren frijoles de tamafio mediano y

grande.

En este estudio los resultados obtenidos en la evaluacion de tamafio de grano en
crudo se muestran en la Cuadro 5 en el que se observa que el frijol Flor de Junio
Marcela present6 un tamafio de grano mediano cumpliendo con lo establecido por
el manual del INIFAP (1995), por el contrario, el frijol Negro 8025 presenté un
tamafio de grano pequefio colocdndolo en cierta desventaja, este resultado
coincide con lo reportado en diferentes articulos donde se relaciona la coloracién
negra del frijol con un tamafo de grano pequefio (Jacinto y col., 1993; Ortega y
col., 1996).

Cuadro 5. Caracteristicas de calidad del frijol para el proceso de enlatado.

Caracteristica Negro 8025 Floliﬂifciﬁl:io
Tamario de grano Pequenio Mediano
Ganancia de tamafio al cocer (%) 150+6.6 a 205+4.3b
Capacidad de Absorcion de Agua (CAA) (%) 103+0.4a 102+09a
Tiempo de coccion (cocedor Mattson) (min) 142 +0.8 a 139+04a

Los valores se presentan como la media + E.E. Letras diferentes a y b indican diferencia estadistica

significativa entre cada variedad, analizados con la prueba de Tukey (p<0.05).

La ganancia de tamafio al cocer esta relacionada con una mayor CAA “durante la
coccion” y con un mayor rendimiento, es decir, se necesita menor cantidad de frijol

crudo para obtener cierta cantidad en peso y volumen de producto final cocido.
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En los resultados de la evaluacion de esta caracteristica se observé que el frijol
Negro 8025 mostr6 menor ganancia de tamafio al cocer el cual aumento
aproximadamente 1.5 veces su tamafio original en crudo, por el contrario el frijol
Flor de Junio Marcela tuvo un aumento del doble de su tamafio en crudo, dandole

un mayor valor agregado en cualidades preferidas por el consumidor.

Como ya se habia mencionado con anterioridad una alta CAA es una cualidad
sobresaliente ya que se ha relacionado con un mayor rendimiento ademas de
menores tiempos de coccién que llevan a menor consumo de energia y por lo
tanto menores costos de produccion. La CAA tiene una fuerte influencia sobre la
calidad de coccién y la palatabilidad del frijol como ha sido demostrado en otros
trabajos (Deshpande y col., 1986).

Los resultados mostraron que el frijol Negro 8025 obtuvo un porcentaje de CAA
semejante al Flor de Junio Marcela (103-102 %), de acuerdo a los estandares
establecidos por el manual del INIFAP (Guzméan y col., 1995). Cuando el grano
absorbe agua en mas de 80% de su peso, puede ser un indicador de que tendera
a suavizarse rapidamente durante la coccién. Por lo tanto ambas variedades estan

en el rango de lo recomendado para CAA.

Es importante resaltar que si bien ambas variedades presentaron similar CAA a
las 18 horas de remojo en agua, no lo hicieron asi cuando se aplico calor durante
su coccion en donde modificaron su tamafio y su peso regulado por una mayor o
menor captacion de agua por el grano, lo cual nos indica que la cualidad de CAA

no es la misma al modificar las condiciones de temperatura.

Uno de los parametros de calidad méas importantes en el frijol para consumo
directo es el tiempo de coccidén. Factores como tamafio de grano, brillo y
porcentaje de testa en el grano de frijol son determinantes en el tiempo de coccion
(Tapia y col.,1985; Jacinto y col., 1993).

Se conocen dos factores que pueden causar una coccion lenta o deficiente; la
“"testa dura”, que describe un estado fisico en el cual las semillas son incapaces de
absorber suficiente agua, debido a la impermeabilidad parcial de la testa; y la
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"dureza a la coccidon" que se refiere a la textura del cotiledon, la cual induce mayor
tiempo de coccion (Liu, 1995; Reyes y col., 1993).

Los resultados para la evaluacion del tiempo de coccion fueron similares para
ambas variedades Negro 8025 y Flor de Junio Marcela (142 y 139 min). Los
resultados para el frijol negro coinciden con lo reportado por Pérez y col. (2002)
quienes determinaron que las variedades provenientes de la region del altiplano
semihimedo de México presentan tiempos de coccidon mayores a 130 minutos, en
cuanto a la variedad Flor de Junio Marcela de acuerdo a lo reportado por el
INIFAP-Zacatecas, su tiempo de coccidon se encuentra entre 65 y 80 minutos
determinado en vaso de vidrio y mechero de gas, esta variacion de resultados
podria deberse al método empleado para evaluar la coccion. El tiempo de coccion
también esta en funcion del tiempo de almacenamiento, condiciones de cosecha,
etc. Por otra parte se observé que ambas variedades poseen similares CAA y en
diferentes trabajos se han reportado correlaciones entre la CAA y el tiempo de
coccion, por lo que al poseer ambas CAA similar sus tiempos de coccion fueron

también similares (Witcombe y col., 1984).

7.2 Dindmicas de calentamiento y enfriamiento del p  unto frio de la lata

El disefio del proceso térmico en este estudio se realizo por separado para cada
variedad (Negro 8025 y Flor de Junio Marcela) esto debido a que aun tratandose
ambas variedades de frijol comdn (Phaseolus vulgaris) presentan caracteristicas
fisicas y quimicas diferentes que se reflejan en una diferencia en la forma de
propagacion de calor en los granos. A pesar de que se encontro que la CAA y los
tiempos de coccion determinados con el cocedor Mattson fueron similares y
estadisticamente no mostraron diferencia significativa, tres minutos de diferencia
en un proceso tecnoldgico de enlatado marcan un gran cambio en las propiedades
fisicoquimicas, nutrimentales y nutracéuticas del alimento, ademas del gasto

energético y econémico que esto genera a nivel industrial.
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Por otro lado, el porcentaje de ganancia de tamafo al cocer indica que al aplicar
calor la captacion del agua por el grano se incrementd sobre todo en la variedad
Flor de Junio Marcela, lo cual provoca que la transferencia de calor dentro del
grano sea mas efectiva y por lo tanto se llegue mas rapido a la temperatura
deseada en la matriz del producto enlatado. Esto puede observarse en las Figuras
7 y 8 que muestran las dindmicas de calentamiento de cada termopar, donde se
observa claramente que el mayor tiempo para alcanzar los 121 € para el
termopar 1/3 (punto frio de la alta), se obtuvo aproximadamente a los 17 minutos

para el Negro 8025 y 11 minutos para el Flor de Junio Marcela.

Tiempo (min)

1
™
bt ACCI Ty u -
© e '-‘i';}'_' Posicion de termopar
2 r.iih‘" -
o ——1/2-1/3
8
g - 1/3
[t
N 1/4
=

0 5 10 15

Figura 7. Dindmica de calentamiento de los termopares posicionados en
diferentes puntos de la lata con frijol Negro 8025 durante su tratamiento térmico a
121 € y 15 Ib de presion. Donde T 4 es la temperatura de la autoclave y T, es la

temperatura medida por el termopar a cada tiempo.
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Figura 8. Dindmica de calentamiento de los termopares posicionados en
diferentes puntos de la lata con frijol Flor de Junio Marcela durante su tratamiento
térmico a 121 T y 15 Ib de presion. Donde T , es la temperatura de la autoclave y

T, es la temperatura medida por el termopar a cada tiempo.

De igual forma, en las dinamicas de enfriamiento presentadas en las Figuras 9 y
10 (Negro 8025 y Flor de Junio Marcela) respectivamente, se observa que con
Negro 8025 se necesitaron aproximadamente 40 minutos para llegar a la
temperatura de 30 C, que se consideré para detener el enfriamiento (temperatura

agua de enfriamiento 20 ) y 38 minutos con Flor d e Junio Marcela.
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Figura 9. Dinamica de enfriamiento de los termopares posicionados en diferentes
puntos de la lata con frijol Negro 8025 durante su tratamiento térmico a 121 C vy
15 Ib de presion. Donde Te es la temperatura de la autoclave en el enfriamiento y
T. es la temperatura medida por el termopar a cada tiempo.

Tiempo (min)

38 33 28 23 18 13 8
10
Posicion de termopar

— Vo
- "y ——1/2y1/3
% == 1/3
@
= 1/4
£ 100
()]
[
[y
K
—
e

1000

Figura 10. Dindmica de enfriamiento de los termopares posicionados en diferentes
puntos de la lata con frijol Flor de Junio Marcela durante su tratamiento térmico a
21 T y 15 Ib de presion. Donde Tg es la temperatura de la autoclave en el

enfriamiento y T, es la temperatura medida por el termopar a cada tiempo.
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De acuerdo al andlisis grafico y matematico de las dindmicas de calentamiento y
enfriamiento, el punto frio de la lata se localiz6 en el lugar del termopar
posicionado en 1/3 de la lata de ambas variedades. Con los datos del perfil
tiempo-temperatura de este termopar y utilizando la ecuacién de Ball se realiz6 el
céalculo del tiempo de procesamiento obteniendo los resultados mostrados en la
Cuadro 6 que fueron de 11 minutos para el frijol Negro 8025 y 8 minutos para el

frijol Flor de Junio Marcela.

Cuadro 6. Tiempo de tratamiento térmico para la esterilizacion y coccion del frijol.

Variedad Tiempo de procesamiento
Negro 8025 11 min
Flor de Junio Marcela 8 min

Con éstos resultados se realizé el tratamiento térmico en la etapa de esterilizado a

condiciones de 121 T y 15 libras de presion para c ada una de las variedades.

7.3 Calidad de producto enlatado
7.3. 1. Integridad

Durante el procesamiento industrial se afecta la textura de los granos, ya que a
medida que se lleva a cabo la coccion los granos se hidratan y se expanden, lo
cual afecta adversamente su integridad que va a depender de la capacidad de la
testa del grano para adaptarse al nuevo volumen generado por la coccion (Heil y
col., 1992).

En este estudio la integridad se evalué determinando el porcentaje de frijoles
dafiados por lata y se compararon con una contraparte comercial. Los resultados
se presentan en el Cuadro 7, en donde se muestra que los frijoles Negro 8025
enlatados (NL) presentaron el menor porcentaje de frijoles dafiados incluso por

debajo de lo obtenido para su contraparte comercial (52 vs. 68%), indicando con
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esto que los frijoles comerciales presentan un mayor porcentaje de frijoles

dafnados.

Cuadro 7. Integridad de frijoles enlatados comparados con enlatados de marca

comercial.
Variedad Porcentaje de frijoles dafados
Negro 8025 52.0£3.7c
Negro comercial 68.5+15hb
Flor de Junio Marcela 843%+10a
Bayo comercial 82.0+1.3ab

Los valores se presentan como la media del porcentaje de frijoles dafiados + E.E. Letras diferentes a, by c

indican diferencia estadistica significativa entre cada tratamiento, evaluado por la prueba de Tukey (p<0.05).

Esta diferencia pudiera estar relacionada con la variedad o variedades negras
utilizadas en la marca comercial ya que aun tratdndose de un frijol negro en
ambos casos se sabe que la calidad del grano de frijol es determinada por
distintos factores como la variedad, manejo agronémico, condiciones de cultivo y
almacenamiento (Balasubramanian y col.,, 2000). También es posible que el
tratamiento térmico excesivo haya sido el responsable del dafio en los frijoles
comerciales o por el contrario una mayor integridad en los Negro 8025 se debi6 a

un deficiente tratamiento térmico.

Por otra parte los resultados para los frijoles Flor de Junio Marcela mostraron una
integridad similar a su contraparte comercial (84.3 vs. 82%). Sin embargo, a
simple vista se observo una mayor exudacion de almiddn del grano hacia el medio
liquido en el Flor de Junio Marcela lo que afecté en parte su apariencia final en
comparacion con su contraparte comercial, lo cual indica que debe mejorarse el
proceso. En la Figura 11 puede apreciarse el aspecto final de los frijoles en

estudio comparados con los frijoles enlatados comerciales.
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Figura 11 . Comparacion de la integridad de frijoles enlatados, a) Negro 8025, b)

Flor de Junio Marcela, c) Negro de marca comercial y d) Bayo de marca comercial.

El grado de integridad de los frijoles después del enlatado juega un papel
importante en el aspecto y consistencia del producto final ya que si la ruptura de
estos es alta hay una mayor exudacién del almidon hacia el medio acuoso
causando el aglutinamiento de los frijoles, ademas contribuyen los contenidos de
pectina soluble y de calcio, sodio y hierro en la testa, esto en conjunto genera una
mala apariencia y como consecuencia un rechazo por el consumidor (Hosfield y
col., 1980; Lu y col., 1996; Wu, 2002).

El cloruro de calcio (CaCl,) es usado en la industria del enlatado para incrementar
firmeza e integridad de los vegetales y granos de frijol ya que forma un complejo
metal-pectina que puede ayudar a incrementar la dureza de la testa y la turgencia
de las capas celulares del cotileddén (Lange y col., 2000), obteniendo un producto
suave pero con una buena integridad. Sin embargo, debido a que el objetivo del
presente estudio es sélo evaluar las propiedades antidiabéticas del frijol como tal,

no se adicionaron aditivos en la elaboracion del enlatado.
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7.3.2. Color

Se ha demostrado que una de las propiedades que los consumidores mas valoran
en un producto es el color y muchas veces este conduce al rechazo o la

aceptacion del mismo (Hosfield, 1991).

El color de la cubierta de las semillas es atribuido a la presencia y a la
concentracion de los polifenoles y su funcién es proteger a la semilla contra
patogenos y predadores (Choung y col., 2003; Islam y col., 2003; Salinas y col.,
2005; Romani y col., 2004). Durante el procesamiento térmico hay disminucion y
cambios en la estructura de éstos compuestos lo que ocasiona el cambio de
coloracion (Xu y col., 2009). En los alimentos enlatados se requiere que el cambio

en esta propiedad sea reducido.

Los resultados de la medicion de los parametros L*, a* y b* se muestran en el
Cuadro 8 con los cuales se calculd AE y se observo que el mayor cambio de
coloracion respecto a la que presentan los cocidos en olla se obtuvo para la
variedad Flor de Junio Marcela con un valor de aproximadamente 9.91 unidades
de color y para la variedad Negro 8025 fue de tan solo 4.9 unidades de color, lo

gue también pudo apreciarse visualmente.

Cuadro 8. Parametros de color de los frijoles enlatados comparados con los

cocidos por métodos tradicionales.

L* a* b* AE Color
NO 16.8+0.2a 6.1+0.2a 28+0.1a [
NL 20.8+0.50b 29+0.2b 20+x0.2a 490+0.3 e
FO 37.8+0.3cC 12.7+0.1c 11.2+0.2b e
FL 46.4+04d 8.0+0.2d 10.6 +0.3 b 9.91+0.5 [

Valores expresados como la media + E.E. Letras diferentes a y b indican diferencia estadistica significativa
entre cada tratamiento, evaluado por la prueba de Tukey (p<0.05). Negro 8025 de Olla (NO), Negro 8025 de
Lata (NL), Flor de Junio Marcela de Olla (FO) y Flor de Junio Marcela de Lata (FL). AE Valor calculado con

respecto al frijol de olla.



Los valores de brillantes (L*) se han correlacionado con propiedades como
hidratacion y contenido de antocianinas. Lu y col. (1996a) encontraron que a
mayor luminosidad menor hidratacion, lo cual fue contrario a lo que se obtuvo en
este trabajo, el frijol Flor de Junio Marcela tuvo una mayor luminosidad que el
Negro 8025 (37.8-46.4 vs. 16.8-20.8) y presentdé mayor hidratacién durante la

coccion.

7.3.3. Textura

La textura es otra de las caracteristicas que se ha asociado también con el grado
de aceptabilidad de producto por el consumidor y ésta es medida generalmente
como una fuerza de corte o de compresion e indica la firmeza de los frijoles. Los
consumidores generalmente relacionan esta propiedad con sensaciones como;

M

“muy suave”, “muy duro

, “muy pastoso”, “muy viscoso”, entre otros.

Cabe resaltar que en algunos paises como Estados Unidos de Norteamérica ya
cuentan con valores de textura establecidos como parte de los estandares de
calidad de enlatado, por ejemplo para el cultivar Sanilac (frijol navy) se desean
valores de 72 kg 100 g-1 en el producto final utilizando un texturémetro TXT1
(Hosfield, 1980).

Los resultados de esta evaluacion se presentan en la Figura 12, en donde se
observa que los frijoles que presentaron la mayor fuerza maxima fueron los negros
de lata (NL) con valores alrededor de 38 gramos fuerza; para los otros frijoles
negro de olla, Flor de Junio de olla y lata (NO, FO y FL) se obtuvieron texturas

muy similares entre valores de 25 a 30 gramos fuerza.
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Figura 12. Fuerza aplicada a los granos de frijol de cada variedad como medicion

de la textura sin llegar a la deformacion del material.

Valores expresados como la media de la fuerza en g + E.E. Letras diferentes a y b indican diferencia
estadistica significativa entre cada tratamiento, evaluado por la prueba de Tukey (p<0.05). Negro 8025 de Olla
(NO), Negro 8025 de Lata (NL), Flor de Junio Marcela de Olla (FO) y Flor de Junio Marcela de Lata (FL).

Estos resultados coinciden con lo obtenido en la evaluacion de integridad en la
cual se observé un mayor niumero de frijoles integros para la variedad Negro 8025
enlatada (48% vs. 16% de los Flor de Junio). Sin embargo cabe resaltar que la
integridad no siempre se relaciona con una mayor dureza, un adecuado proceso y
tiempo de coccidon puede indicar una buena integridad con una menor dureza o

mejor textura.

7.4 Cuantificacion de compuestos fendlicos

En afos recientes los frijoles con color han sido de gran atraccién por sus
pigmentos con caracteristicas nutraceuticas, que estan relacionadas con la
presencia de compuestos fendlicos y estos a su vez con capacidad antioxidante lo
gue en conjunto promueve efectos benéficos sobre la salud en relacion a la
prevencion de enfermedades crénico degenerativas como enfermedades

cardiovasculares, obesidad y diabetes (Bazzano y col., 2001; Cai y col., 2004).
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El procesamiento térmico de los frijoles no solo provee de sabor y palatabilidad de
la leguminosas cocidas si no también incremente la biodisponibilidad de
nutrientes, sin embargo, durante el tratamiento térmico se ven afectados los
compuestos fendlicos individuales los cuales son responsables de la capacidad
antioxidante (Rocha, 2007; Siddhuraju, 2006; Ranilla y col., 2009; Xu y col., 2008-
2009).

El color de la cubierta de las semillas es atribuido a la presencia y a la
concentracion de los polifenoles, tales como; flavonoides, taninos condensados y
antocianinas (Salinas y col., 2005; Romani y col., 2004) y su funcién es proteger a

la semilla contra patdgenos y predadores (Islamy y col., 2003).

Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas encontradas en plantas
caracterizadas por la presencia de mas de un grupo fenol por molécula. Estos
compuestos son capaces de remover los radicales libres, realizar catalisis para
guelar metales, activar enzimas antioxidantes e inhibir oxidasas. Este
comportamiento se le ha relacionado con actividades antioxidantes,
antimutagénicas y anticarcinogénicas y también propiedades contra radicales

libres (Gonzalez y col., 1999; Cardador y col., 2002; Beninger y col., 2003).

En la cuantificacion de fenoles totales, presentada en el Cuadro 9, se observé que
tanto para el negro de olla (NO) como para el Flor de Junio Marcela de olla (FO)
se obtuvieron resultados similares (33.3 y 32 mg eq. Acido galico/g)
respectivamente, estos resultados corresponden a los mayores niveles de fenoles
totales valorados en las muestras. El Flor de Junio Marcela de lata (FL) present6
los mayores niveles de fenoles totales respecto al negro de lata (NL), 27.8 vs.
21.7 mg eq. acido galico/g respectivamente. Estos resultados concuerdan por lo
reportado por Xu y col. (2009) e Ismail y col. (2004), en los que se observa una
disminucion del total de compuestos fendlicos al aplicar diferentes procesos
térmicos de coccion como ebullicion y presion. Esta pérdida puede atribuirse a la
solubilizacion de algunos compuestos fendlicos solubles en agua que pudieron
haberse quedado mayoritariamente en el agua de remojo y de coccion o bien por
la degradacion de estos durante su procesamiento.
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Cuadro 9. Compuestos fendlicos de las muestras de frijol enlatados y cocidos por

métodos tradicionales.

Flavonoides Taninos condensados Antocianinas Fenoles totales

Frijol  'ugeq. Rutina/g  °mg eq. (+)-Catequina/gy  >mg eq. Cianidina *mg eq. Acido

3-glucosido/kg galico/g
NO 81.7+40 b 12.5+0.08 ab 71.6+£1.05a 33.3+x0.14 a
NL 1196 +7.0 a 146+£095 a 99.0£290 b 21.7 +£0.006 c
FO 80.5+50 b 9.9+0.40 bc ND 32.0+£0.79 a
FL 94.0+1.0 b 9.3+0.57 c ND 27.8+0.29 b

%% Expresados en g de harina, ° Expresados en kg de harina. Valores expresados como la media * E.E.

Letras diferentes a, b y c indican diferencia estadistica significativa entre cada tratamiento para cada
parametro evaluado por la prueba de Tukey (p<0.05). Negro 8025 de Olla (NO), Negro 8025 de Lata (NL), Flor
de Junio Marcela de Olla (FO) y Flor de Junio Marcela de Lata (FL).

Los flavonoides pueden clasificarse, segun las isomerizaciones y los grupos
funcionales que les son adicionados, en seis clases principales: las chalconas, las
flavonas, los flavonoles, los flavandioles, las antocianinas, y los taninos
condensados (Winkel, 2001).

Dentro de los resultados de la cuantificacion de flavonoides se observd una
diferencia estadistica significativa Unicamente en los frijoles negros de lata en el
gue se obtuvo un valor de 119 ug eq. rutina /g contra valores de 80- 94.0 ug eq.
rutina/g de muestras en los otros frijoles (NO, FO y FL). Comparando los
resultados del negro de lata y negro de olla se observd una concentracion mayor
en los NL esto debido a que muchas veces el proceso térmico hace mas

biodisponibles algunos compuestos, eliminando interferencias en su cuantificacion.

En lo que respecta a los taninos se sabe que son compuestos biolégicamente
activos, su color va desde el amarillo hasta el castafio oscuro y pueden tener
efectos nutricionales benéficos o adversos que mas adelante se discutira (Chung y
col., 1998).
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En la cuantificacion de taninos condensados se observd que los negros de olla 'y
de lata presentaron una mayor cantidad de este compuesto en comparacion con
los Flor de Junio Marcela, de acuerdo al andlisis estadistico no hubo diferencia
significativa entre los NO y NL (12.5-14.6 mg eq. (+)-Catequina/g). Los Flor de
Junio Marcela mostraron menores niveles de taninos condensados que los negros
y de igual manera hubo similitud de resultados en los de olla y de lata (9.9-9.3 mg

eg. (+)-Catequina/g).

Iniestra y col. (2005) encontraron una asociacion entre el contenido de taninos con
coloraciones mas negras y valores mas bajos de luminosidad lo cual coincidié con
la evaluacion de color donde NO y NL obtuvieron los valores mas bajos de
luminosidad (16.8—20.8 unidades de color) correspondientes a coloraciones mas
obscuras comparadas con los FO y FL que presentaron valores mas altos (37.8—
46.4 unidades de color). Estos resultados estuvieron relacionados con los
obtenidos en la evaluacién de textura en los cuales los frijoles negros presentaron
una mayor textura que como se menciond anteriormente la presencia de estos

compuestos esta ligada con una mayor dureza de la testa.

Finalmente, las antocianinas son las moléculas mas bioactivas que llevan consigo
los efectos fisiologicos mas fuertes que ningdn otro compuesto vegetal, son
pigmentos de tejidos epidermales que imparten el color rojo, azul y morado a las
plantas y a los alimentos, las principales fuentes son las frutas y vegetales rojos y
morados (Clifford, 2000). Existen muchos reportes en los cuales se demuestran
propiedades antinflamatorias, vasoténicas y antioxidantes de las antocianidinas
(Cardador y col., 2002; Garcia y col., 2004).

En la cuantificacion de antocianinas se observo que los frijoles negros fueron los
Unicos que presentaron niveles detectables de antocianinas con valores de 71.6 y
99 mg eq. Cianidina 3-glucésido/kg para el negro de olla y el de lata y se observa
gue de acuerdo al analisis estadistico, el contenido de antocianinas fue
significativamente mayor en el negro de lata, la explicacion podria deberse de
igual forma a una mayor biodisponibilidad de este compuesto al someter el frijol a
tratamiento térmico o bien, se ha reportado ampliamente que las determinaciones

50



fendlicas basadas en la coloracion pueden sobreestimar a veces el contenido
fendlico de las muestras debido a ciertos compuestos no fendlicos que dan una

reaccion positiva (Xu y col., 2009).

7.5 Determinacion de capacidad antioxidante

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en comprobar
como un agente induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es
inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicion es
proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o la muestra. En el Cuadro

10 se muestra la capacidad antioxidante de las harinas de frijol en estudio.

Cuadro 10. Capacidad antioxidante de las harinas de frijol.

Frijol 'ABTS ’ABTS ’DPPH “DPPH
NO 46.17 + 0.35 a 5.84 + 0.04 17.75+1.40b 1.84 £+ 0.01
NL 49.34 +1.66 a 6.23 + 0.04 27.76 +3.39 a 2.77 £ 0.02
FO 61.66 +1.67b 7.73 +£0.03 29.15+0.80a 3.23+0.01
FL 57.14 +1.76 b 7.18 + 0.02 30.20 + 1.43 a 3.36 + 0.01

2,4

13 Expresados como % de Inhibicion, Expresados como mM equivalentes de Trolox /g de harina. Valores

expresados como la media + E.E. Letras diferentes a y b indican diferencia estadistica significativa entre cada
tratamiento para cada parametro evaluado, evaluado por la prueba de Tukey (p < 0.05). Negro 8025 de Olla
(NO), Negro 8025 de Lata (NL), Flor de Junio Marcela de Olla (FO) y Flor de Junio Marcela de Lata (FL).

Los resultados para la evaluacion de la capacidad antioxidante mostraron que se
observd un menor porcentaje de inhibicion del radical ABTSe y DPPHe en los
negros de ollay de lata (NO y NL), para ABTS fue (46.17 y 49.34%) y para DPPH
(17.75y 27.76 %) en este ultimo resultado la inhibicion valorada del NL fue similar
a lo evaluado para el Flor de Junio Marcela quien en ambas técnicas mostro
mayores niveles de porcentaje de inhibicion, para ABTS (61.66 y 57.14 %) y para
DPPH (29.15 y 30.20 %).
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Estos resultados no concuerdan con mayor contenido de compuestos fendlicos en
la variedad color negra. La explicacion a estos resultados podria deberse a que la
capacidad antioxidante que se observéo en mayores niveles en el frijol Flor de
Junio podria deberse a la presencia de algun otro compuesto fendlico diferente a
flavonoides, taninos condensados, antocianinas y los detectables por la técnica de

fenoles totales.

Cabe mencionar que los métodos in vitro son utiles para comparar la actividad
antioxidante de diferentes muestras de alimentos, sin embargo, en algunas

ocasiones no se reproduce la situacion fisiologica.

Las transformaciones metabolicas que sufren los compuestos antioxidantes en el
organismo modifican su actividad. Ciertos compuestos fendlicos poliméricos que
presentan una baja actividad in vitro pueden, sin embargo, contribuir a la
capacidad antioxidante del plasma después de su transformacion metabdlica en

compuestos mas simples (Ghiselli, 2000).

7.6 Evaluacion in vivo del efecto antidiabético de las harinas de frijol
7.6.1 Concentraciones de glucosa

La diabetes puede ser causada por muy poca produccion de insulina, resistencia a
ésta o0 ambas. La glucosa es fuente de energia para las células del organismo,
entra en el torrente sanguineo y el pancreas produce la insulina secretada por las
células B del pancreas, cuyo papel es transportar la glucosa del torrente
sanguineo hasta los musculos, tejido adiposo y las células hepaticas, donde
puede utilizarse como energia. Las personas con diabetes presentan
hiperglucemia, debido a que el pancreas no produce suficiente insulina, o bien los
musculos, la grasa y las células hepéticas no responden de manera normal a la

insulina o por ambas razones (Calderon, 2007).

El tipo de diabetes inducido a los animales experimentales es una diabetes de tipo

1, en la cual hay una destruccion de las células B pancreéticas originado por el
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farmaco inyectado estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal. Por lo tanto al no
haber insulina que permita incorporar glucosa por tejidos dependientes de insulina,
la glucosa permanece y se va incrementando en el torrente sanguineo a medida
gue avanza la enfermedad y va causando complicaciones al atrofiar otros 6rganos

por este incremento glicémico.

En la Figura 13 se muestran los resultados de los niveles de glucosa con respecto
al tiempo y se observa que durante todo el experimento no se presentd un control

sobre la glucosa.

M Control diabético (CD) M Negro de Olla (NO) B Negro de Lata (NL)

M F.J.M. de Olla (FO) i F.J.M. de lata (FL)
450 A
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -

GLUCOSA (mg/dL)

100 -

TIEMPO (Semanas)

Figura 13. Concentracion de glucosa sanguinea en ratas diabéticas alimentadas

con una dieta suplementada al 9% con frijol de olla y frijol de lata.

Los valores se presentan como la media de la concentracion de glucosa en sangre + E.E.

Estos resultados pueden deberse a que los niveles de glucosa con los que
iniciaron los animales fueron muy elevados, correspondientes a una enfermedad
muy avanzada, cabe destacar que por tratarse de una diabetes de tipo 1, inducida
con una dosis muy elevada de STZ los animales enferman mas répido y llegan a
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una etapa terminal en un lapso no mayor a 3 semanas como fue el caso en este
estudio. Por esta razon en etapas avanzadas de la enfermedad ya no es posible

controlar los niveles de glucosa con la dieta y se debe administrar farmacos.

Se ha reportado que la calidad del grano de frijol es determinada por distintos
factores como la variedad, manejo agrondmico, condiciones de cultivo y
almacenamiento que repercuten en las caracteristicas nutrimentales y
nutracéuticas del frijol (Balasubramanian y col., 2000), por lo que a pesar de
haberse reportado ya en diferentes trabajos que la variedad Negro 8025 posee
efectos antidiabéticos en ratas diabéticas inducidas con STZ, este efecto puede
ser diferente aun tratandose de la misma variedad de frijol (Garcia, 2006; Lomas,
2008; Mendoza, 2009).

En diferentes trabajos de sustento cientifico se comprueba que el frijol tiene
efectos benéficos sobre la diabetes, y en los resultados obtenidos en este trabajo,
aungue no se observo disminucién de los niveles de glucosa, tampoco se observo
un aumento en éstos por el consumo de frijol, ya que existen reportes que no

recomiendan el consumo de frijol por su alto indice glicémico (IG).

Por otro lado, el control de la enfermedad no solo se da a través de la disminucion
de los niveles de glucosa sanguinea, puede darse también sobre el control del
estrés oxidativo, por la conservacion de células productoras de insulina o
estimulacion de éstas o disminuyendo las complicaciones propias de la
enfermedad (Venkateswaran, y col. 2001-2002; Tormo y col., 2004; Pari y col.,
2004).

7.6.2 Peso corporal

En las alteraciones metabodlicas propias de la diabetes interviene también la
secrecion sin oposicion de hormonas de contrarregulacion como (glucagon,
catecolaminas, hormona de crecimiento y adrenalina) que aceleran la condicion
catabdlica. La baja asimilacién de la glucosa por los tejidos muscular y adiposo

produce una disminucion de los depdésitos de glucdégeno y lipidos respectivamente,

54



ademas en el higado la glucogénesis se incrementa para compensar las
necesidades de glucosa en el organismo y dicha glucosa es producida a partir de
aminoacidos provenientes del muasculo, todas estas alteraciones generan una

pérdida de peso durante la diabetes tipo uno (Guyton, 2001).

Los resultados obtenidos en la medicion del peso corporal en las tres semanas de
tratamiento se presentan en la Figura 14 en la cual se observa que respecto al
control diabético (CD) no hubo diferencias significativas en los grupos tratados con
las harinas de frijol (NO, NL, FO y FL).

H Control diabético (CD) k4 Negro de Olla (NO)  H Negro de Lata (NL)
M F.J.M. de Olla (FO) M F.J.M. de lata (FL)
300 -

250 A
200 A

150 -

PESO (g)

100 A

TIEMPO (Semanas)

Figura 14. Peso corporal semanal en ratas diabéticas alimentadas con una dieta

suplementada al 9% con frijol de olla y frijol de lata.

Los valores se presentan como la media del peso corporal de los animales + E.E.

Se puede apreciar una tendencia a la disminucién de peso en todos los grupos. La
disminucion que tuvo el CD al finalizar las 3 semanas de tratamiento fue de 11.3%
de su peso inicial, de 10.0%, 17.8%, 10.8% y 17.6% para NO, NL, FO y FL
respectivamente. Con estos resultados se puede observar que si bien no hubo una
diferencia estadistica significativa del peso de los animales respecto al CD, los
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grupos alimentados con las harinas NO y FO (10- 10.8%) tuvieron una pérdida de
peso similar a la del CD (11.3%), y los animales alimentados con NL Y FL (17.8 —
17.6%), fueron los que presentaron una mayor disminucion de peso al finalizar las
tres semanas. Esto sugiere que el consumo de los frijoles NL y FL influyé de
alguna manera en una mayor pérdida de peso de los animales que consumieron
estas harinas lo cual en condiciones catabdlicas propias de la diabetes tipo 1 es

indicativo de un efecto adverso.

7.6.3 Consumo de alimento

El aumento en el consumo de alimento (polifagia) se desencadena debido a que el
hipotdlamo que es la estructura del cerebro encargada de regular el hambre, el
apetito y la saciedad lo realiza por medio de hormonas y péptidos y por el nivel de
glucosa en la célula. Al no poder entrar la glucosa a la célula por la deficiente
accion de la insulina no se manda la sefial de saciedad al hipotalamo lo que
origina que el individuo sienta el deseo de comer mas para sentirse satisfecho
(Jara, 2001).

En los resultados mostrados en la Figura 15 se presenta el consumo de alimento
en las tres semanas de tratamiento. Se observa que esta cantidad es mayor

comparada con la reportada para animales sanos (35 g).
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H Control diabético (CD) i Negro de Olla (NO) H Negro de Lata (NL)
M F.J.M. de Olla (FO) M F.J.M. de lata (FL)

80 -
70 -
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10 A

CONSUMO DE ALIMENTO (g)

TIEMPO (Semanas)

Figura 15. Consumo de alimento semanal en ratas diabéticas alimentadas con

una dieta suplementada al 9% con frijol de olla y frijol de lata.

Los valores se presentan como la media del consumo de alimento + E.E. * Indican diferencia estadisticamente

significativa respecto al control diabético, analizadas con la prueba de Dunnet (p<0.05).

Con respecto a los animales alimentados con dieta suplementada con frijol se
observa que en la primera semana no se tuvo diferencia de consumo en los
diferentes grupos tratados con las harinas NO, NL, FO y FL respecto al CD, lo que
sugiere que el consumo de frijol, no estd ejerciendo un control sobre este
parametro, sin embargo, para la segunda y tercera semana hubo una disminucion
del consumo de alimento por los animales tratados con las harinas de NL hasta de
un 31% respecto al CD, lo cual pareciera relacionarse con un efecto benéfico, sin
embargo dados los resultados que mas adelante se obtuvieron en la evaluacion de
perfil de lipidos y dafio renal, dicha disminucion sugiere un efecto adverso,

relacionados al parecer con la presencia de compuestos antinutricios.

Experimento con animales sanos.

Dados los resultados anteriores, se realizd un segundo experimento con animales

sanos para corroborar la presencia de compuestos antinutricios en la harina NL
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gue presento los efectos mas marcados de disminucién de consumo de alimento y
ganancia de peso en los animales diabéticos relacionados al parecer con la
presencia de compuestos antinutricios. En los resultados de este experimento de
igual forma, se obtuvo una disminucién estadisticamente significativa del consumo
de alimento en los animales tratados con NL fue 11.5% menor al control, que

consumié alimento normal. Estos resultados se presentan en la Figura 16.

31 -+

30 1
29 -
28 -
27 -
26 -
25 -
24

CONSUMO ALIMENTO (g).

NORMAL NL

Figura 16. Consumo de alimento después de tres semanas de tratamiento en
ratas sanas alimentadas con dieta normal y con dieta suplementada al 9% con

frijol negro de lata (NL).

Los valores se presentan como la media del consumo de alimento + E.E. * Indican diferencia estadisticamente

significativa respecto al control diabético, analizadas con la prueba de Dunnet (p<0.05).

En este segundo experimento se evalué también, el aumento de peso en los
animales sanos al finalizar tres semanas de tratamiento, y se obtuvo una menor
ganancia en el grupo alimentado con NL el cual gano un total de 94 gramos y los
alimentados con dieta normal un total de142 gramos representando una diferencia
entre ambos grupos de 34% . Esta disminucion de ganancia de peso por parte de
los animales tratados con NL en ambos experimentos (con animales diabéticos y
animales sanos) pudiera atribuirse a la presencia de compuestos antinutricios que
pudieron quedar activos en los frijoles (NL). Estos compuestos tipo lectinas,
inhibidores de tripsina, inhibidores de alfa-amilasa, etc., producen efectos
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adversos relacionados principalmente con mala absorcion de nutrientes,
alteraciones digestivas y efecto inhibitorio de enzimas digestivas, ademas de
desencadenar diarrea, nausea, vomito, asi como, inhibicion de crecimiento en
animales experimentales (Bollini y col., 1999; Mlzquiz y col., 1999).

7.6.4 Consumo de agua

Cuando la diabetes no esta bien controlada, en la persona que la padece puede
incrementar su sed y tomar una gran cantidad de liquido (polidipsia) es el término
meédico que se usa para describir esta situacion. En las personas diabéticas, la
polidipsia ocurre porque el nivel de azlcar en sangre es elevado. Esto significa
gue los rifiones tienen que funcionar mas de lo normal para eliminar el azucar.
Para lograrlo, los rifiones producen mas orina. Como el cuerpo elimina mucho
liquido, la persona tendrda mucha sed y tratara de tomar mas liquido para
reponerlo (Mahia y col., 2007).

Los resultados de la medicion de consumo de agua se presentan en la Figura 17,
en los que se observa que para la segunda semana de tratamiento, el consumo de
agua por el grupo CD fue significativamente superior a los otros grupos tratados
con las harinas en un porcentaje alrededor 66.5 %, sin embargo, para la tercera
semana el grupo NL presenté un consumo de agua similar al del CD, lo que nos
sugiere que en estos dos grupos el consumo de agua no se controlé de la misma
manera que para los grupos tratados con NO, FO y FL los cuales mostraron un

consumo similar en las tres semanas de tratamiento.
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H Control diabético (CD) & Negro de Olla (NO) M Negro de Lata (NL)
M F.J.M. de Olla (FO) M F.J.M. de lata (FL)
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Figura 17. Consumo de agua semanal en ratas diabéticas alimentadas con una

dieta suplementada al 9% con frijol de olla y frijol de lata.

Los valores se presentan como la media del consumo de agua + E.E. * Indican diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) respecto al control diabético, analizadas con la prueba de Dunnet. . Negro 8025 de Olla
(NO), Negro 8025 de Lata (NL), Flor de Junio Marcela de Olla (FO) y Flor de Junio Marcela de Lata (FL).

7.6.5 Perfil de lipidos

La diabetes mellitus se ha relacionado estrechamente con anormalidades de
lipidos en plasma que incluyen la reduccién de lipoproteinas de alta densidad
(HDL), predominio de lipoproteinas de baja densidad (LDL) pequefias y densas y
elevados niveles de triglicéridos VLDL (ADA, 2003).

Estas alteraciones estan asociadas con el incremento en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares que es una de las principales causa de muerte en
pacientes diabéticos (Ronald y col., 2004).

En el Cuadro 11 se presentan los resultados de la evaluacion del perfil de lipidos,
en donde se observa que no hubo variacion de los niveles de colesterol total y
HDL en los animales tratados con las harinas de frijol respecto al CD.
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Cuadroll. Perfil de lipidos en suero de ratas diabéticas alimentadas con una dieta

suplementada al 9% con frijol de olla y con frijol de lata.

TRATAMIENTO COLESTEROL TRIGLICERIDOS HDL
CD 72.4 £6.62 139.9 + 33.58 24.6 £1.95
NO 77.0+4.28 125.1 +21.35 30.5+1.76
NL 68.7 +4.19 60.8+ 6.57* 38.9+7.40
FO 67.8+7.28 127.4 +£17.94 31.5+4.25
FL 69.2 + 3.66 59.6 £14.04 * 22.8+3.35

Los valores se presentan como la media *+ E.E. * Indican diferencia estadisticamente significativa respecto al
control diabético, analizadas con la prueba de Dunnet (p<0.05). Negro 8025 de Olla (NO), Negro 8025 de Lata
(NL), Flor de Junio Marcela de Olla (FO) y Flor de Junio Marcela de Lata (FL).

Los niveles de triglicéridos se vieron disminuidos en los animales tratados con NL
y FL, aunque esto podria indicar un efecto benéfico mas bien puede tratarse de
niveles muy bajos de triglicéridos que han sido vinculados con desnutricion y
sindrome de malabsorcion (Semenkovich, 2007).

Integrando los resultados de consumo de alimento, ganancia de peso y los que
mas adelante se presentan en la evaluacion de dafo renal se sugiere nuevamente
la presencia de compuestos antinutricios que pudiera estar vinculada con los
resultados obtenidos en los niveles de triglicéridos para estos dos grupos NL y FL.

7.6.6 Proteina en orina

La albumina es una proteina que se encuentra en gran proporcién en el plasma
sanguineo, siendo la principal proteina de la sangre; posee una carga negativa, lo
gue impide su filtracidbn glomerular a la orina ya que la membrana basal del
glomérulo renal también posee carga negativa. La hiperglicemia puede alterar la
permeabilidad del glomérulo renal disminuyendo su carga negativa permitiendo asi

el paso de las proteinas (Bazari, 2007).
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Un examen de proteina urinaria mide la cantidad de proteinas, como albumina,
que se encuentra en una muestra de orina y esto se ha utilizado como referencia

para evaluar dafo renal.

Los resultados de la evaluacién de proteina en orina se presentan en la Figura 18
y mostraron que los animales alimentados con FL tuvieron los niveles mas bajos
de proteina en orina 64% menor que el CD, de igual forma los animales que
consumieron NO, aunqgue los resultados no fueron estadisticamente significativos
mostraron una disminucion del 33% respecto al CD. Lomas en (2008), reporta una
disminucioén en la tasa de filtraciobn de proteina en animales diabéticos tratados
con frijol negro 8025 cocido en olla, resultado similar a lo obtenido en este trabajo.
Asi, estos resultados pudieran sugerir un efecto protector sobre dafio renal

asociado al consumo de estas harinas.

M Control diabético i Negrode Olla (NO)  H Negro de Lata (NL)

M F.J.M. de Olla (FO) i F.J.M. de lata (FL)
25 ~

(mg/uL)

15 A

10 A

PROTEINA EN ORINA

CD NO NL FO FL

TRATAMIENTO

Figura 18. Proteina en orina en ratas diabéticas alimentadas con una dieta

suplementada al 9% con frijol de olla y con frijol de lata.

Los valores se presentan como la media de los niveles de proteina en orina + E.E. * Indican diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05) respecto al control diabético, analizadas con la prueba de Dunnet.
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Estas alteraciones renales ya han sido reportadas con anterioridad en modelos
experimentales de diabetes inducida con estreptozotocina, en los que se ha
observado hipertrofia glomerular, hiperfiltracion y un incremento en excrecion

urinaria de proteinas (Grgnbaek y col., 2008).

7.6.7 Depuracion de creatinina

La creatinina es un compuesto generado a partir de la degradacion de la creatina
gue es un nutriente Gtil para los musculos. Es un producto de desecho del
metabolismo normal de los musculos que usualmente es producida por el cuerpo
en una tasa muy constante (dependiendo de la masa de los musculos), y

normalmente filtrada por los rifiones y excretada en la orina (Bazari, 2007).

La medicion de la creatinina es la manera mas simple de monitorizar la correcta
funcion de los rifiones. El examen de depuracién de creatinina compara el nivel de
creatinina en la orina con el nivel en la sangre y es una medida de la rapidez con
la cual los rifiones remueven la creatinina de la sangre, niveles por debajo de los

establecidos en los humanos indican una afectacion renal (Fierro, 2009).

Los resultados para la evaluacion de depuracion de creatinina presentados en la
Figura 19, mostraron que los animales tratados con las harinas NO tuvieron
niveles de depuracion estadisticamente significativos 83% superiores al CD lo cual
concuerda con los resultados de la evaluacion de proteina en orina en la que se
observé que los animales que consumieron NO presentaron los niveles bajos de
este pardmetro junto con los que consumieron FL lo que sugiere que el consumo
de estas harinas tuvieron un efecto protector sobre la funcion renal. Estos
resultados coinciden con los de Lomas (2008), quien encontré que el consumo de
frijol Negro 8025 ejerce un efecto protector sobre dafio renal en ratas diabéticas
disminuyendo los niveles de albumina en orina y reduciendo la concentracion
sérica de TNF-a e IL-6.
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H Control diabético (CD) i Negro de Olla (NO) H Negro de Lata (NL)
M F.J.M. de Olla (FO) i F.J.M. de lata (FL)

(mL/ min)

0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

DEPURACION DE CREATININA

CD NO NL FO FL

TRATAMIENTO

Figura 19. Depuracién de creatinina en ratas diabéticas alimentadas con una dieta

suplementada al 9% con frijol de olla y con frijol de lata.

Los valores se presentan como la media de la depuracién de creatinina + E.E. * Indican diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05) respecto al control diabético, analizadas con la prueba de Dunnet.

Por otro lado se observé que el grupo tratado con NL mostrd los niveles mas
bajos de depuracién de creatinina 39% menor al CD y en la evaluacion de proteina
en orina mostro valores altos lo que pudiera indicar nuevamente que el consumo

de este frijol tuvo un efecto adverso sobre dafio renal.

7.6.8 Expresion de TNF a 'y VCAM en ri fiones

Es conocido que diversos elementos celulares a nivel renal (células endoteliales,
mesangiales, glomerulares y tubulares) tienen capacidad para producir citocinas,
incluyendo TNF a y se ha demostrado que existe un incremento de estas citocinas
a nivel de los glomérulos en ratas diabéticas respecto a la observada en un control
sano (Nakamura y col.,1993).
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En la Figura 20 se presentan los resultados de la evaluacion de la expresion de
MRNA VCAM y TNF- a en unidades arbitrarias representadas como la relacion
del area de pixeles de cada mRNA entre el area de pixeles del control interno de

carga GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa).

VCAM

CD NO NL FO FL

GAPDH

H Control diabético (CD) i Negro de olla (NO) M Negro de lata (NL)
M F.J.M de olla (FO) M F.J.M de lata (FL)

1.0 -
0.8 -
0.6 -

0.4 -

Expresion relativa al area de pixeles
mRNA/area de pixeles GAPDH

0.0 -

VCAM TNF-a

Figura 20. Expresiéon de VCAM y TNF- o en el rifién de ratas alimentadas con

harinas de frijol.

Los valores se presentan como la media de la expresion relativa al area de pixeles + E.E.

Los resultados para la evaluacion del nivel de expresion de VCAM mostraron que
a pesar no existir diferencia estadistica significativa, los animales que consumieron
NL y FO tuvieron un mayor nivel de expresion aproximadamente 85% respecto al

CD, coincidiendo con los resultados de la evaluacién de proteina en orina en la
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cual ambos grupos presentaron valores altos, indicando una mayor afectacion
renal. Se observa también que NO y FL presentaron los niveles mas bajos de
expresion de VCAM aproximadamente 43 % menor que el CD lo que también

coincide con los resultados de proteina en orina y depuracién de creatinina.

La expresion de TNF-a fue mayor para los animales que consumieron FO en un
39% respecto al CD, y menor para los que consumieron NO (47%) y FL (58 %)
respecto al CD. Estos resultados muestran que existe un estado inflamatorio
menor en los animales alimentados con NO y FL, lo cual coincide con menor

concentracion de proteinas en las orina.

Se ha observado que el consumo diversos alimentos puede ejercer una regulaciéon
de citocinas proinflamatorias y moléculas de adhesion (Manzoor, 2008). Esto
sugiere, que compuestos bioactivos en el frijol pueden disminuir los niveles de
marcadores de inflamacion y dafio renal, independientemente del efecto

hipoglucémico.

7.6.9 Analisis histolégico de rifiones

Con la finalidad de corroborar los resultados anteriores se realizaron cortes
histologicos de los rifiones de las ratas y se les hizo una tincion de PAS (Periodic
Acid-Schiff). La reaccion de PAS en los cortes de tejido es dutil para la
demostracion de mucopolisacaridos, mucoproteinas, glucoproteinas, glucolipidos
y fosfolipidos. Cuando se tratan con acido periddico, los glicoles se oxidan en
aldehidos. Tras la reaccion con el reactivo Schiff, se libera un producto de
pararosanilina que tifie los componentes celulares que contienen glicol. Las
sustancias PAS-positivas tifien en magenta y el nucleo en azul (Sigma-Aldrich,
2003). Los altos niveles de glucosa en la diabetes originan la formacion y
acumulacion de estos compuestos, por lo que la tincion indicaria la severidad del
dafio en cada rifion y seria proporcional a una tincion magenta mas marcada
cuando mas severo es el dafio por la presencia de mayor cantidad de compuestos
glicosidados, ademas que se observaria un aumento del engrosamiento de las

membranas basales y atrofia tubular entre otras alteraciones (Fierro, 2009).
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Los resultados de las tinciones de los cortes presentados en la Figura 21 no
mostraron una diferencia apreciable en el grado de tincion de los tdbulos y
glomérulos, ni en el engrosamiento de la membrana basal, esto pudiera deberse a
que los niveles de glucosa fueron similares en todos los grupos por lo que la
glucosidacion de proteinas y lipidos se dio en similar proporcién en todos los
rifones. Con estos resultados se podria sugerir que a pesar de llevarse a cabo la
glicosilacion, los frijoles podrian disminuir el dafio desencadenado posterior a

estas reacciones como los procesos inflamatorios.

Figura 21. Cortes histologicos transversales de rifidbn de rata con tincion Pas,

vistos al microscopio.
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VIIl. CONCLUSIONES

Las variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) Negro 8025 y Flor de Junio
Marcela presentan la factibilidad para ser enlatadas, sin embargo la variedad Flor

de Junio Marcela presentd mayores ventajas.

En cuanto a los resultados de la cuantificacion de compuestos fendlicos de ambas
variedades, los frijoles Negro 8025 de olla y de lata (NO y NL) presentaron mayor
cantidad de taninos condensados y antocianinas, respecto a los Flor de Junio
Marcela de olla y de lata (FO y FL), sin embargo, la capacidad antioxidante fue

mayor para estos ultimos que para los Negro 8025.

En los estudios in vivo el frijol negro de lata (NL), mostré efectos adversos en el
modelo de diabetes avanzada tipo I, que al parecer estan relacionados mas bien
con un problema de absorciéon de nutrientes por la presencia de compuestos

antinutricios que pudieron quedar activos durante el procesamiento de enlatado.

Los frijoles en estudio no mostraron un control glicémico, sin embargo frijol negro
de olla (NO) y el Flor de Junio Marcela enlatado (FL) protegieron contra dafio renal
evaluado a través de proteinas en orina y expresion de VCAM, y TNF- a.

Los beneficios del frijol son dependientes de la variedad y del proceso de coccion,
la variedad Negro 8025 muestra mayores beneficios cocido por métodos
tradicionales, mientras que Flor de Junio Marcela es mas recomendable cuando

se somete al proceso de enlatado.
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