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Introduccion

El frijol comln (Phaseolus vulgaris) es la especie mas cultivada y conocida del género
Phaseolus. Esta especie es histéricamente una de las mas importantes para las poblaciones de
Latinoamérica después del maiz, pues su aprovechamiento representa mas de 85% de la
produccién total de las leguminosas producidas para consumo humano. Debido a los habitos de
crecimiento de la planta, el frijol se encuentra asociado frecuentemente con el cultivo de maiz,
sobre todo en sistemas tradicionales de produccion en regiones con climas de calidos a frios, asi

como a ofras especies alimenticias originarias de México.""?

El cultivo, produccién, consumo y almacenamiento de frijol, formaba parte importante de nuestra
cuitura agricola aln antes de la conquista, y junto con otros cultivos autéctonos integraban una
adecuada alimentacion, de tal manera que el maiz representaba la fuente de hidratos de carbono;
el frijol la fuente de proteina; las semillas de calabaza la fuente de aceite y proteina; y el chile la
fuente de vitaminas, ®® ain en la actualidad estos productos alimenticios estan vinculados
fuertemente con la afimentacién y la cuitura de los puebios de México. La urbanizacién y
modernizacion, asi como la crisis econémica y social, han traido cambios en el patrén de consumo
de alimentos, en el campo y ciudades. En el sector rural, la dieta depende del autoabastecimiento
de un namero limitado de alimentos, mientras que, en el sector urbano el consumo es mas
dependiente de la disponibilidad econémica y de la cadena de distribucién de alimentos. De esta
manera. €l consumo de alimentos de origen animal (lacteos, huevos y carnes) en el area urbana,
supera en mas det doble las cantidades consumidas en el area rural, en ésta la dieta se basa
principalmente en maiz, verduras y frijol, mientras que en la urbana, la mayor parte de las familias
consumen una dieta variada, la cual juega un papel fundamental en el desarrolio de enfermedades
crénico-degenerativas como obesidad, diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares y
cancer. Desafortunadamente en nuestro pais la dieta es cada vez més deficiente nutricionalmente;
se ha reducido el consumo de frutas, verduras y leguminosas, e incrementado el contenido de
grasa saturada y az(cares, que asociado a la faita de actividad fisica trae como consecuencia el
incremento de estos problemas de salud publica. México ocupa el segundo lugar de obesidad en el
mundo y ésta a su vez desencadena la aparicion de otros padecimientos como diabetes, que es Ia
principal causa de muerte en nuestro pais; y enfermedades cardiovasculares, responsables del
30% de las muertes en el mundo y cancer. Para tratar de contrarrestar estos problemas, se ha
establecido que la mejor estrategia es prevenir dichas enfermedades a través de la dieta; se
plantea que el frijol puede ayudar en gran medida a mejorar los niveles de salud y prevenir las
enfermedades crénico-degenerativas asi como la desnutricién y la anemia.®”



Para incrementar la calidad en la alimentacion en México, se considera necesario entre otras
cosas, recurrir a las diversas fuentes genéticas de frijol de nuestro pals y hacer uso eficiente de
ellas mediante la exploracion nutricional y nutracéutica de las mismas, y en consecuencia
estableciendo sistemas de mejoramiento del frijol.

En este contexto, el frijol como alimento representa una parte importante de la dieta de la poblacidn
mexicana, por sus miltiples caracteristicas nutricionales y nutracetticas, su contenido energético,
su gran cantidad de proteina y de hidratos de carbono complejos, asi como por su contenido de
vitaminas como tiamina, riboflaving, niacina, vitamina By y acido félico, de nutrimentos inorganicos
como caclo, hierro, cobre, zinc, fosforo, potasio y magnesio, y porque es una excelente fuente de
4cidos grasos poliinsaturados. En México existe una gran diversidad genética que debe estar
asociada a diferentes atributos nutricionales y nutracetticos que requieren ser conocidos en forma
sistemdtica, con el objeto de desarrollar formas de utilizacion integral, en programas de
mejoramiento genético y procesos industriales ™

Adicionalmente, se atribuyen efectos positivos al frijol en la prevencién y control de algunas
enfermedades cronicas, debido a su contenido de algunos nutrimentos y otros elementos como el
contenido alto de fibra, aminoécidos azufrados, taninos y acido fitico. En contraste, el grano de frijol
contiene factores antinutricionales, como inhibidores de tripsina, hemaglutininas y saponinas, enfre
otras substancias, que son destruidas al menos parcialmente, durante los tratamientos térmicos.
Como consecuencia de estos procesos se modifica el aprovechamiento nutricional de sus
componentes, porque la calidad nutritiva de la protefna, en especial de algunos aminoécidos
esenciales como la metionina es dafiada.

El frijol comun se puede considerar un alimento con valor nutracéutico, ya que la ingesta de este
grano reduce los niveles de colesterol en ta sangre; ademas, al alto contenido de polifenoles se le
ha atribuido un efecto antioxidante ante el estrés oxidativo. De manera que se contribuya a
mantener e incrementar su consurno. ®

En el presente estudio se evalud el contenido de proteina tolal, metionina, lectinas o
hemagutininas, acido fitico y taninos, en 50 poblaciones nativas de frijol (Phaseolus vulgaris) de
habito indeterminado cultivadas en asociacién con maiz, con el objetivo de determinar el valor
nutritivo y nutracéutico de las poblaciones con base en sus caracteristicas quimicas.

[



Objetivos

General:

- Determinar cuantitativamente el contenido de proteina, metionina, lectinas, acido fitico y
taninos en 50 poblaciones nativas de frijol (Phaseolus vulgaris) de habito determinado,
cultivadas en asociacion con maiz (Zea mays) para proporcionar una visién general del
aspecto quimico, toxicoldgico y nutracéutico.

Particulares:

- Determinar cuantitativamente el contenido de metionina y lectinas considerando los datos
de un previo estudio semicuntitativo,

- Medir el contenido de metionina biodisponible en las 50 poblaciones nativas, como
indicativo de calidad, debido a que es el aminoécido limitante en las leguminosas.

- Evaluar el contenido de fitohemaglutininas de forma cuantitativa (expresado en referencia a
faseolotoxina), para conocer el rango de toxicidad de estas enterotoxinas, que desde el
punto de vista alimenticio son de gran importancia.

- Determinar el contenido de acido fitico y taninos para estimar elementos nutracéuticos,
expresados como &cido fitico y dcido tanico en 50 poblaciones nativas de frijol.

- Determinar la relacion de écido fitico, taninos, lectina, metionina con el contenido de
proteina en 50 poblaciones nativas de frijol, para conocer las posibles correlaciones
negativas o positivas y asi poder lograr una clasificacidén quimica, toxica, neutracéutica y
nutricional adecuada.



1. Antecedentes

La presencia de restos arqueoldgicos de frijoles de cerca de 9 mil afios de edad, en donde
existieron asentamientos humanos en el Continente Americano, sugiere que el interés de los
habitantes en la planta de frijol debi6 arrancar con fecha anterior al inicio de su cultivo, de apenas
cinco mil afios ¥

El cultivo de frijol es de los mas antiguos en América, seguramente los nativos americanos
probaron los usos de la planta como alimento o como medicina (cuyos datos se reportan en el
Codice Badiano-De fa Cruz) y descubrieron su rigueza, atesorando las semillas para su
reproduccién. En la region México-Guatemala la domesticacion de fa planta dié lugar a una gran
diversificacién de la especie (P. vulgaris L.) que hoy es conocida como frijol comtin. Més atn, {os
antiguos indigenas americanos, ayudados por los diferentes climas, suelos y modo de utilizacion,
seleccionaron diferentes especies del género Phaseolus produciendo una amplia gama de
estructuras, colores y sabores de semillas. De aproximadamente 80 especies de frijol silvestre que
existen en el continente americano, sélo S fueron domesticadas para servir como alimento y se
conservan actuaimente en tierras americanas. Eslas especies son las siguientes: Phaseolus
vulgaris o frijol comGn con mdltiples variedades; Phaseolus coccineus o frijol ayocote;
Phaseoulus darwinianus o frijol gordo; Phaseolus acutifolius, frijol tepari o escumite y
Phaseolus lunatus o frijol lima. En el caso del frijol comln, ademds de ser un alimento, también
tiene valor medicinal, ya gue por ejemplo, el fruto sin madurar o ejote verde es alimento, pero las
vainas maduras son usadas como medicina ¥

El uso medicinal de las plantas que los rodeaban, lievé a los indo-americanos a cultivarlas y a
acumular el conocimiento herbolario. Este conocimiento fue reconocido por los condquistadores
como atestiguan obras escritas en el siglo XV|, tales como el Cdédice Badiano (De la Cruz, 1552) o
de la Historia Plantarum Novae Hispaniae (de Francisco Heindndez) en donde se describen
principaimente las plantas prehispanicas de uso medicinal. Ahi estd incluido el uso del frijol ayocote
(P. coccineus), cuyo jugo se usaba para desinflamar los ojos y las raices como purgante y
desparasitador. El Codice Florentino (Fray Bernardino de Sahag(n) repite el uso medicinal de la
raiz de frijol ayocote ("cimatl"} y advertia de la toxicidad de la raiz cruda.

Actualmente se acepta que el frijol comin tiene ulilizacion medicinal con base en usos y
costumbres indigenas, y sus propiedades se describen en tratados como: la "Guia Terapéutica de
Medicinas Herbales" elaborada por la Comisién Europea de Alemania, el libro Handbook of



Medicinal Herbs, asi como en el libro Herbal Medicines, donde viene incluido el frijol como planta
medicinal, entre otros, que consideran el uso del frijol por sus propiedades medicinales.
Desafortunadamente, en la literatura mexicana actual los tratados de Herbolaria (un tema de gran
riqgueza de conocimientos tradicionales), no enlistan al frijol de ningdn tipo como planta medicinal.
Probablemente el uso mayoritario en la alimentacién de esta planta, llevé al olvido su empleo como
medicina,®

El género Phaseolus con sus suculentas semillas, results un experimento exitoso que se presenté
como un regalo de la naturaleza a los indo-americanos que nos precedieron en este Continente.
Desde luego que la distribucion del frijol como alimento, se extendié muy tempranamente en
Ameérica, como lo indica su presencia en el sureste de Estados Unidos hace mil quinientos afios y
en Panama hace mil seiscientos afios. Sin embargo, las plantas que se cultivaron contenian ya la
aportacién del conocimiento que produjo la domesticacion, al ser cultivadas las mejores semilias de
frijol por los indigenas repetidamente, conocimiento que permanece en la informacién genética de
jas poblaciones nativas de la especie. Aungue ei cultivo det frijol estaba ampliamente distribuido en
la zona andina, tuve mas influencia cultural en tierras mesoamericanas, En estos pueblos, la
economia descansaba en el aprovechamiento del entorno biolégico, buscando la domesticacion de
plantas que crecian de manera silvestre, pero que tenian un alto valor nutritivo, ©

La semilla de frijol viaj6é a Europa en el siglo XV! v desde entonces se cultiva en casi todo el
mundo. Como {al, esta pequefa semilla lleva empacada la informacion acumulada de la evolucion
natural y la domesticacion ejercida por nuestros antepasados. Es una herencia cultural indo-
americana que se debe reconocer y atesorar, en estos tiempos de apropiacién de genomas por los
paises industrializados, que aprecian el valor del trabajo de la evolucién para manipularia y
explotaria comercialmente. 9

1.1 Frijol

1.1.1 Generalidades

El género Phaseofus pertenece a la familia Leguminosae, sub-familia Papilionoideae, tribu
Phaseoleae y subtribu Phaseolinae. El nimero de especies que pertenscen al género
Phaseolus es desconocido. En México el nimero de especies fluctiia alrededor de 50 y entre ellas
figuran fas cinco especies que se han domesticado por el hombre, como son: Phaseolus vulgaris,



Antecedentes

P. coccineus, P. darwinianus, P. lunatus y P. acutifolius. E| frijol comin, es una planta
herbacea que de forma silvestre se comporta principalmente como las plantas anuales y duran
alrededor de seis meses entre la germinacién y la madurez; sin embargo, las variedades cultivadas
muestran ciclos vegetativos que oscilan entre tres y nueve meses. Esta leguminosa muestra una
gran fluctuacion en habitos, caracteres vegetativos, color de las flores y en el tamafio, forma y color
de vainas y semillas. Hay tipos trepadores o erguidos y también arbustivos enanos. Las hojas son
ovaladas, enteras, acuminadas; las flores nacen sobre racimos auxiliares de pocas flores. Las
vainas de las semillas son finas, largas o ligeramente curvadas. El color puede variar desde
amarillo hasta verde oscuro, a veces con manchas rosa o plrpura. El nimero de semillas puede
oscilar de 1 a 12, mostrando variacion importante en éste v en su color.™?

E! frijol es nativo de América, probablemente del centro de México y Guatemala. En México,
especificamente en el Valle de Tehuacan, Puebla, se han encontrado evidencias de su existencia
desde hace por lo menos 5000 afos. Las formas silvestres de Phaseolus vulgaris se han
localizado en la parte occidental y Sur de México; también, se han encontrado en la parte orfental
de la Cordillera Andina, en América del Sur. Esto indica que Phaseolus vulgaris se origind muy
probablemente en la parte occidental del drea México-Guatemala, a una altura aproximada de
1200 msnm’. 'Y

El crecimiento 6ptimo de la especie requiere temperaturas medias entre 16 y 24°C, con mejor
crecimiento en los tropicos y subtropicos, bajo condiciones de temperatura decreciente. El
crecimiento se detiene con temperaturas inferiores a 10°C, y muere con heladas. Sélo puede
crecer en zonas en las que el periodo de heladas va de 105 a 120 dias. Una temperatura de 30°C
marca el limite supetior para su cuitivo satisfactorio. Requiere crecer en temporal en zonas con un
promadio de luvias entre 500 y 1500 mm %

Actualmente el frijol constituye un alimento importante en la dieta de la poblacién mexicana. Debido
a su amplia adaptacion se puede producir en todas las regiones agricolas del pais, en diversos
sistemas de produccion y épocas del afio. En 2008 el cultivo ocup6 el 2° lugar por la superficie
sembrada, con un total de 1.809.679 Ha, por lo que México es el quinto productor mundial después
de Brasil, India, China y Myanmar. "

1 .
msnm:. metros sobre ei nivel del mar



. Antecedentes

En las regiones agricolas de México existen diferentes preferencias en el consumo de varios tipos
de frijol, lo que tiene su origen en costumbres y usos tradicionales; en tanto que, en las dreas de
mayor produccion ésta se orienta a satisfacer las demandas de los grandes centros urbanos de
poblacion. Debido a la presion ejercida por las grandes masas urbanas, la cantidad de variedades
que domina el mercado nacional es reducida, lo que ha provocado la siembra de grandes
extensiones de un reducido nimero de variedades en los principales estados productores de
nuestro pais, con el subsecuente riesgo de pérdida de produccion por factores bidticos y abidticos
impredecibles e incontrolables. Sin embargo, en la actualidad en un ndmero importante de zonas
rurales se cultivan variedades nativas o locales det frijol com(n (Phaseolus vuigaris), con gran
diversidad morfolégica y genética. El valor de las variedades criolfas reside, por una parte, en que
desde los inicios del mejoramiento sistematico de las especles en México han sido la base para el
desarrollo de las variedades modemas; y por ofra, a que en estas poblaciones se encuentra la
informacion genética relacionada con la adaptacion a diversas condiciones y factores ambientales
adversos. Adicionalmente, en el pais la produccion de este valioso grano se sustenta en el uso de
poblaciones nativas, de tal manera que solo una pequefia fraccion de la superficie cultivada con la
especie usa semilla mejorada, entre otras razones porque su amplio grado de adaptacién a las
condiciones ambientales y sistemas de produccién y porque relinen caracteristicas de planta y
semifla demandadas por los agricuitores. ©*?

1.2 Aporte Nutricional
1.2.1 Proteinas

El frijol es un alimento que proporciona una muy buena cantidad de nutrimentos. Contiene
aproximadamente 20 - 25 % de proteina, cantidad que excede en mas del doble que los cereales
més importantes: su contenido de lisina lo hace excelente si se combina con otros cereales; su
contenido de fibra dietética (4 - 5 %): ayuda a disminuir el colesterol y a mantener niveles bajos de
glucosa en las personas que padecen de diabetes: contiene de 52 a 76% de hidratos de carbono, y
es rico en vitaminas hidrosolubles, en especial de tlamina, y minerales como calcio, magnesio,
fésforo, hierra y zine. ¥



e Antecedentes

En todo €l mundo, y especialmente en los paises en desarrollo, la dieta se basa normaimente en el
consumo de un cereal, por lo general maiz, sorgo o arroz, y de una legumbre, ya sean frijoles
comunes o cualquier otra, se ha mostrado que estos dos tipos de alimentos fundamentaies se
complementan nutritivamente entre si. Asi, por ejemplo, un efecto complementario al alimentar a
animales con dietas que suministraban las proteinas a partir de esos dos componentes -maiz y
frijoles comunes- en diversas proporciones, que variaban del 100 al 0 por ciento de uno y del 0 al
100 por ciento del otro. Cuando cada componente suministraba cerca del 50 por ciento de las
proteinas de la dieta, se obtenia una calidad elevada, superior a Ia calidad de cada uno de ios
componentes considerado aisladamente. La causa de ello radica en la composicién de
aminoécidos esenciales de cada componente. Las proteinas del maiz son deficientes en lisina y
triptofano pero tienen cantidades considerables de aminoacidos que contienen azufre (metionina y
cistina). Las proteinas de las legumbres, en cambio, son una fuente reiativamente abundante de
lisina y triptofano, pero tienen un contenido bajo de aminoacidos azufrados. Hoy en dia ya no se
tiene ninguna duda de que combinando cereales con iegumbres se consigue proteina de buena
calidad biolégica, es decir que contiene todos los aminoacidos esenciales en la proporcién
adecuada. Esto ha hecho que el consumo de legumbres haya aumentado. @

Los componentes mas importantes de las proteinas del frijol son la faseolina {20% del peso seco
de la semilla), la faselina (2 %) y la cofaseolina (0.35 a 0.4 %). Los hidratos de carbono que
componen al frijol son azdcares (1.6 %), dextrinas (3.7 %), almidén (35.2 %), pentosas (8.4 %),
galactosa (1.3 %), celulosa (3.1 %); ademés pectinas (0.7 %). %

El cuerpo humano para el mantenimiento del balance de nitrégeno necesita un aporte mayor de
algunas proteinas respecto a ofras; ya que las distintas proteinas contienen diferentes cantidades
de los diversos aminodcidos. El organismo requiere no solo proteinas, sino de los aminoécidos que
forman las proteinas, en las proporciones correctas para remplazar las proteinas corporales que
estdn siendo catabolizadas. Los aminodcidos que pueden omitirse en la dieta se denominan
aminoacidos no esenciales, ya que pueden sintetizarse facilmente por el organismo, a partir de una
variedad de intermediarios metabdlicos comunes, siempre que exista suficiente proteina total en la
dieta."™®



Ocho aminoacidos no pueden sintetizarse en el organismo, por lo que son denominados
esenciales, y pueden suministrarse en la dieta como: lisina, metionina, treonina, leucina, isoleucina,
valina, fenilalanina y triptéfano. Si alguno de ellos falta o se suministra en cantidad inadecuada,
independientemente de la ingesta total de proteinas o aminodcidos, no seria posible mantener el
balance de nitrégeno, ya que no existiria una fuente del aminoécido para la sintesis de proteina a
reemplazar. El aminoacido fimitante de una proteina es el aminodcido esencial que estd presente
en la cantidad mas baja en relacion con el requerimiento de ese aminodcido /'®

El conocimiento de los requerimientos de cada aminodcido indispensable y de la proteina total
proporciona la base para evaluar la calidad relativa de cada alimento. No todas las proteinas tienen
la misma capacidad para satisfacer los requerimientos fisiolégicos de nitrégeno total y de
aminodcidos esenciales. La calidad proteinica es una expresion utilizada para indicar la eficacia de
una proteina como promotora de crecimiento, estd sometida a diversos factores, uno de los
principales es el contenido de los aminoacidos esenciales en la proteina que contiene en cantidad
suficiente para satisfacer las necesidades del ser humano. 'V

La calidad proteinica suele medirse evaluando la composicidn quimica de una determinada fuente
de proteinas, midiendo el tipo y la cantidad de cada aminoacido esencial presente en la proteina.
En las leguminosas, el aminoacido limitante en las proteinas es la metionina, en forma correcta la
suma de metionina y cisteina, ya que la cisteina se sintetiza a partir de la metionina y la existencia
de ésta reduce los requerimientos de metionina, o que hace indispensable complementar la dieta
con ofras fuentes de profeinas ricas en metionina. Ei desbalance se ha resuelto empiricamente
mediante el consumo de maiz que es un cereal con elevado contenido de metionina y bajo en
fisina, y frijol con alto contenido de lisina y bajo en metionina. *?

1.2.2 Metionina

Las leguminosas contienen buena cantidad de proteinas, pero por lo general tienen uno o dos
aminodcidos esenciales limitantes, como son la metionina y la cisteina; y en el grupo de los
cereales es la lisina, y en particular en ef maiz es el triptéfanc. La metionina y la cisteina son las
principales fuentes de azufre en la dieta, et cuerpo puede sintetizar cisteina a partir de metionina
pero no inversamente. Esto hace que la metionina sea esencial para la dieta, ya que tiene muchas
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funciones en el cuerpo, como su participacién en la sintesis de carnitina, creatina, glutatién, y como
sustrato para la sintesis de proteinas. La deficiencia de metionina ha sido también relacionada con
efectos adversos en los niveles de colesterol, pudiendo incrementar la circulacién del mismo en

sangre. ¥

El bajo contenido del aminoécido esencial metionina limita ! valor nutritive de muchas proteinas en
alimentos de origen vegetal, como los provenientes de leguminosas, debido a que durante el
procesado y almacenamiento la metionina como otros aminoécidos, es quimicamente modificada,
lo que reduce su calidad nutritiva. Las modificaciones incluyen la oxidacién a sulféxide de
metionina y sulfona de metionina, y la racemizacion de ia forma D-metionina; fa degradacién de
componentes que producen sabores indeseables; y una pobre digestibilidad cuando forma parte de
algunos alimentos. ‘1%

1.3 Factores Téxicos y Antinutricionales

En general, las leguminosas presentan inconvenientes desde el punto de vista nutritivo, ya que
ademas de su deficiencia en metionina y cisteina, no se escapan de la regla de contener factores
toéxicos y antinutricionales en sus semillas; por efemplo, los granos de frijol crudo se caracterizan
por contener factores téxicos, que pueden incrementar la tasa de mortalidad cuando se dan a
animales domésticos o de laboratorio, adicionalmente las semillas crudas presentan baja
digestibilidad, tanto de la proteina como de la grasa Las leguminosas pueden contener factores
téxicos del tipo de glucdsidos cianogénicos, promotores de flatuiencia, inhibidores de proteasas y
hemaglutininas, principaimente @2,

1.4 Hemaglutininas (Lectinas)

1.4.1 Definicion, distribucién y estructura

Las hemaglutininas constituyen una clase de proteinas ampliamente distribuidas en la naturaleza,
incluyendo a las plantas de consumo comin en la dieta del hombre y animales (frijol, soya,
lentejas, guisantes, etc.} *"; estas proteinas poseen la propiedad de agiutinar los eritrocitos de la
sangre humana o de otros animales. La primera descripcién de una hemaglutinina fue realizada
por Stillmark en 183¢ utilizando semillas de ricino, observando que algunas proteinas de esta
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semilla eran capaces de aglutinar la sangre; posteriormente, se detectd que esta actividad podria
ser inactivada térmicamente. Estas proteinas tienen especificidad por carbohidratos complejos,
como los que forman parte de la estructura de las membranas celulares. Las hemagiutininas son
proteinas, especificamente glicoprotefnas, que tienen la capacidad de aglutinar los eritrocitos en
una forma similar a los anticuerpos, e incluso manifiestan una marcada especificidad, ademas de
una alta sensibilidad hacia ciertos glébulos rojos. Debido a la especificidad de ciertas
hemaglutininas hacia determinados efitrocitos, Boyd y Shapleigh (1838) las denominaron
“lectinas™ (de! latin legere = elegir/preferir), el cual es usado por algunos autores como sinénimo
de este tipo de compuestos. ¥

Las lectinas mas conocidas son las siguientes: ricina, concanavalina A, la hemaglutinina del frijol
de soya, curcina, lectina de pera y la favina. La primera que se reconoci6 con las caracteristicas
antes descritas, fue la ricina de la semilla de ricino (Ricinus cummunis) que es una de las
proteinas més tdxicas, con un Dlg de 0.05 mg/kg en ratén por via intraperitoneal; la primera
aglutinina obtenida y purificada de una planta fue la concanavalina A. Obtenida a parlir de las
semillas de Canavalina ensiformis, no obstante, desde el punto de vista alimenticio, el grupo de
lectinas de mayor interés se encuentra en las semillas de leguminosas. Las lectinas han sido
encontradas en una amplia variedad de plantas y en diferentes organos como raices, tallos y
semillas, siendo especiaimente abundantes en estas (ltimas donde pueden llegar a conslituir hasta
20% de la proteina, "%

Las lectinas son sintetizadas como prolectinas en el reticulo endoplasmético para después pasar al
Aparato de Golgi donde finalmente son liberadas. Durante ese viaje sufrird modificaciones como la

mayor parte de las protelnas, para posteriormente ocupar su sitio en los tejidos donde la
distribucién varfa dentro de representantes de varias famifias de plantas. La estructura primaria de
numerosas lectinas de leguminosas han sido bien elucidadas mediante degradacion de Eman y
mediante el andlisis de su secuencia de genes, encontrando gue dicha secuencia es muy similar,
lo que hace evidente que las lectinas de leguminosas constituyen un grupo de proteinas que
muestran propiedades homdlogas. Lo que sobresale de su estructura es el hecho de que contiene
2 0 4 subunidades, en la que cada una tiene un sitio de unidn de hidratos de carbono especificos,
propiedad que se denomina de multivalencia, lo que permite a las lectinas la capacidad de
precipitar glicoproteinas y aglutinar a los eritrocitos en la sangre uniéndose a los hidratos de

carbono localizados en fa superficie de la membrana de forma no covalente. *®
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La lectina del frijot estd compuesta por 4 subunidades, las cuales no son idénticas, ya que existen
isdmeros E y L, los cuales se pueden distinguir con base en su afinidad, por ejemplo, la subunidad
E tiene una alta afinidad por los eritrocitos, mientras que fa L por los linfocitos. “”Por lo que, da la
posibilidad de encontrar 5 combinaciones de estas 4 subunidades en la forma siguiente: Ey, Eal,
E.ls, Elsy Ly, come se muestra en la siguiente figura:

E4

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura tetraédrica de las cinco isolectinas en
(Phaseolus vulgaris).
Fuente: 10

La actividad hemaglutinante de las lectinas puede ser inhibida mediante la accién de azlcares; de
manera simple, si una lectina reacciona con un monosacarido en parlicular, ésta puede ser
fuertemente inhibida por concentraciones bajas de! az(icar libre. *®

De manera mas compleja, la lectina reacciona solo con una secuencia especifica de hidratos de
carbono y ningtin azlcar individual juega un pape} predominante en el proceso de unién. Para
inhibir estas lectinas se requieren de olisacéridos con una secuencia similar o idéntica de hidratos
de carbono. La fraccién de hidratos de carbono de las lectinas tiene afinidad por receptores
especificos que se localizan en la membrana celular, come la membrana de los eritrocitos, por lo
que algunos autores ios clasifican con base en el residuo glucosidico. En el Cuadro 1 se presentan
algunos ejemplos del tipo de lectina en determinados alimentos, con excepcitn de la semilia de

ricino, de la cual se usa su aceite como purgante suave.”
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Tabla 1 Tipo de lectinas presentes en la semilla de algunas plantas.

Carbohidrato Especifico unido a
la Lectina

Tipo de Lectina que se presenta en algunos alimentos

contiene

D-manosa, D-glucosa

D-galactosa
Acido N-acetilneurdmico
2, N-Acetilgalactosamina

2, N-Acefilglucosamina

Fuente: 13

Haba (Vicia faba), Jack-bean (Canavalia
ensiformis), Lenteja {Lens culinaris) y

Chicharo (Psium sativum)

Ricino {Ricinus communis)
Frijol {Phaseols vulgaris)
Frijol de lima {(Ph. Lunatus)

Papa {Solanum tuberosumy), Trigo
{Triticum vulgaris)

Ejemplo de alimento vegetal que lo

I

2-N-Acetilgalactosamina Sc;a {Glycine mg -

Actividad
mitogénica

La presencia de las lectinas en varios tejidos de un nimero amplio de plantas, fas diferencias en su

localizacién subcelular y sus propiedades sugieren que estas proteinas pueden estar implicadas en
muchas diferentes funciones de diversos tejidos. Los avances en el aislamiento e identificacién de
lectinas en suficientes cantidades a partir de diversos tejidos permiten la comparacién de sus

propiedades y su estudio. 1%

Algunas de las funciones en las que podrian estar involucradas las lectinas son {as siguientes:

- Como sustancia de defensa contra depredadores naturales.
- Inhibicién de crecimiento de hongos, como las lectinas de la papa Solanum tuberosumy

el hongo Boirytis cinérea,

- Proteccion contra hongos patégenos durante las primeras etapas de germinacién,
en trigo la lectina inhibe el crecimiento de las hifas de Asperguilius niger y Stemphylium

botryosum.

- Lalectina semi-purificada de Vicia cracca inhibe el crecimiento de bacterias.
Estas evidencias muestran el papel de las lectinas en la defensa de las plantas contra

patégenos ('
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1.4.2 Efecto téxico y antinutricional

Las lectinas tienen alta toxicidad para humanos, insectos, puercos, pollos y ratas. Dietas con
menos de 0.5% de lectinas disminuyen y detienen el crecimiento, y dosis mayores causan la

muerte en un periodo de 2 semanas. ¥

Algunas lectinas, ademas de aglutinar eritrocitos pueden presentar efecto mitogénico in vitro, por
la capacidad de estimular fa sintesis de ADN en linfocitos de bazo de ratén (Tabla 7). No obstante
el diferente origen de estas proteinas, los efectos téxicos son los mismos, lo que varia es fa
intensidad. Entre Jos efectos toxicos de algunas fitohemaglutininas, se presenta el efecto dafiino es
una intensa inflamacién de la mucosa intestinal, con la posterior destruccién del epitelio y edema;
estas sustancias reaccionan con las criptas y vellos intestinales, pero en diferente regién de
acuerdo a la especificidad de la lectina, lo que ocasiona una interferencia no-especifica con la
absorcién de los nutrimentos, por consiguiente hay un efecto drastico en la nutricién del organismo
que las ingiere. Otros autores Jaffé 1980; Liener 1986; Donatucci 1987, sugieren que la causa de
la toxicidad de estas sustancias, radica en las lesiones epitefiales del intestino que pueden
favorecer la proliferacion bacteriana, que causa la no biodisponibilidad de nutrimentos. Algunas
lectinas al parecer no resisten el proceso hidrolitico de las enzimas digestivas, por lo tanto no
presentan propiedad tdxica, como es el caso de las lectinas del garbanzo (Cicer arietinum), '

Adicionalmente, cabe la posibilidad de que las lectinas puedan inhibir la actividad de ciertas
enzimas intestinales que participan en la degradacion de proteinas como la enteroguinasa. No
obstante, la interferencia de la lectina en el sistema intestinal, la respuesta téxica {perdida de peso
y alta mortalidad) es debida principalmente a los cambios estimulados por esta proteina en el
sistema metabdlico. La ingesta de altas dosis de lectina en la dieta produce un incremento en el
recambio de las células epiteliales (debido a una posible activacién hormonal), lo que produce un
crecimiento del intestino delgado, asi como también en el pancreas lo que puede llevar a que
dupliguen su tamafio en un periodo de 10 dias. Este desarrolio produce un desajuste entre las
sintesis y el consumo de proteinas el cuél se ve refiejado en un alfa excrecion de urea por la orina.
Las lectinas también inferfieren en la secrecion pancredtica de insulina, resultando en una pérdida
rapida en las reservas del cuerpo, a pesar de los bajos niveles de insulina en el cuerpo no se
genera diabetes. *¥

Los cambios que siguen a la ingesta més prolongada sugieren la perdida de hasta 25% del
misculo esquelético debido a la activacion del sistema catabdlico, lo que lleva a la pérdida total de
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las reservas y por lo tanto los niveles de glucosa caen vertiginosamente, produciendo una
hipoglucemia y, posteriormente, la muerte del animal. '

La mayor parte de las poblaciones humanas que consumen leguminosas han aprendido de manera
empirica que su consumo requiere de un fratamiento térmico para la inactivacién de los factores
antinutrimentales y toxicos de origen proteinico. Esta proteina dafiina es parte de los dencminados
factores toxicos termoldbiles. Sobre esta Gltima denominacién, hay que tener suma precaucion, ya
que se debe aplicar el tratamiento adecuado; ademas, si el material se somete a un calentamiento
severo, se puede dafar la calidad nutritiva de la proteina. Por esta razén se recomienda remojar en
agua durante la noche para reducir el tiempo de coccién y evitar la disminucion del valor proteico y

vitaminico. %1314

1.5 Acido fitico

1.5.1 Definicion, distribucién y estructura

El acido fitico (AF) y sus sales constituyen la principal forma de almacenamiento de fésforo (P) en
semillas de cereales y leguminosas. Sin embargo, en esta forma el P permanece no disponible
para el hombre y animales monogastricos, debido a que estos organismos no estan provistos de
suficiente actividad de fosfatasas endégenas (fitasas) que sean capaces de liberar el grupo fosfato
de la estructura del fitato. El AF es ademas un compuesto con actividad antinutricional, debido asu
capacidad de formar complejos insolubles con minerales y proteinas, convirtiéndolos en no
asimilables por el organismo bajo condiciones fisioldgicas. Paradéjicamente, el AF en dosis bajas,
presenta también efectos positivos sobre la salud, como su accion protectora frente al cancer, la
reduccion de la formacién de calculos renales y la prevencidn de enfermedades
cardiovasculares.””

En los Ultimos afios, la divulgacién dada a los potenciales efectos beneficiosos de dietas bajas en
grasas y con alto contenido de fibra, ha supuesto un fuerie empuje en el uso de leguminosas y
semillas en la alimentacion humana. Estos cambios en los habitos alimentarios hacia una
alimentacion rica en fibra han conducido a una mayor ingesta de fitatos en la dieta. No obstante,
durante el procesado de los alimentos y la digestion, la cantidad final de AF disminuye
significativamente como consecuencia de su hidrélisis, enzimatica o quimica. @@
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Se han propuesto varios modelos para la estructura del AF. Segln el modelo propuesto por
Anderson (1914), el AF seria una molécula con seis grupos ortofosfato (InsP8), de nombre quimico
myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 — hexaquis (dihidrégeno fosfato). Seglin esta estructura, el AF, en pH
neutro y el pH que normalmente presentan los alimentos, es una molécula cargada negativamente
y, por lo tanto, muy reactiva, por lo que presenta una elevada capacidad para formar complejos o
unirse a moléculas cargadas positivamente como cationes o proteinas. "

ta interaccién del AF con las proteinas es pH-dependiente, mientras que, con los cationes la
interaccion es debida exclusivamente a sus numerosos grupos fosfato que pueden unirse bien a un
sélo grupo fosfato, a dos grupos fosfato de una misma molécula o a grupos fosfato de distintas
moléculas de AF (Figura 2). En la semilla el AF se encuentra como una mezcla de sales con varios
cationes como K, Mg, Ca, Mn, Zn y Fe; el término “fitina" se ha empleado para designar una
mezcla de sales de Ca y Mg del AF. La solubilidad de las sales del AF varia con el pH, ya que el
grado de protonacion de los grupos fosfato que no se han unido a los metales estd en funcion de
dicho parametro %

Aparentemente, en la semilla el AF se encuentra en forma de sales relativamente solubles de Na o
K, mas que como fitina insoluble. Las sales de Ca y Mg son solubles a pH bajos {por debajo del
punto isoeléctrico de las proteinas alrededor de 5) e insolubles a pH elevados (alrededor de 9), por
lo tanto a pH fisiolégico (7.35-7.45) serian insolubles, de ahf el descenso de la biodisponibilidad
mineral. En general, las sales hidrogenadas y monovalentes del AF son solubles en agua, mientras
que las sales metélicas divalentes y trivalentes son bastante insolubles.
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Figura 2. interacciones del AF con proteinas y minerales.
Fuente: 21

El AF se encuentra ampliamente distribuido en el reino vegetal. En la mayoria de las plantas una
gran proporcion de P (80%) esta presente en forma de fitato, especiaimente en aquellas semillas
en las que el AF se encuentra en concentraciones elevadas, de 1 a 7%. Asli, en las semillas de
cereales, oleaginosas y leguminosas los niveles de AF son elevados y constituyen porcentaje (60~
82%j) del P total; varias raices y tubérculos presentan cantidades moderadas de AF, representando
el P fitico de 21 a 25 % del total, mientras que en verduras las cantidades de AF encontradas son
muy pequefias. "

En cereales el P fitico constituye de 64 a 85 % del P total, localizandose la mayorfa del AF en
aleuronas celulares. En la tabla 2, se muestran los niveles de AF (g/100g) encortrados en

diferentes cereales y leguminosas. *¥
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Tabla 2. Contenido de Acido Fitico en Cereales y Leguminosas

Acido
Fitico Distribucion
{g/100g)
AFT0Z (Orizae sativa) 0.8620.99 80% del fitato en la capa externa del salvado
Trigo (Triticum aestivum) >1.13 localizacion es similar a ia del arroz
Maiz (Zea may) 0.77a0.99 mas de 90% se encuentran en el germen

Sorgo (Sorghum vuigare) J 0.6220.96 niveles de AF mayores en las variedades coloreadas
Cebada (Hordeum vuigare) | 0.99y 0.77 -
Avena {Avena sativa) 099y0.77 -

Haba (Vicia faba} 0.71y 1.15 } localizandose en el cotiteddn, en cascara contiene 0.06
a 0.20% de AF
Chicharo (Pisum sativurmy } 0.75a0.84 -
Frijol de vaca (Vigna Q.77 -
unguiculata)
Lentejas ¢Lens culinaris) 0.7 -
Garbanzos (Cicer 07 -
arietinum)
Fuente: 22 -

El AF se encuentra en los alimentos (granos de cereales, leguminosas, oleaginosas y frutos con
cascara) en niveles de 0.1 a 6 %, dependiendo su concentracién de la parte de la planta que se
consuma, en semillas los niveles son elevados, en tubérculos, raices y frutas los contenidos son
moderados y en verduras bajos. En paises en vias de desarrollo, asi como en la poblacién
vegetariana de paises desarrollados, el consumo de alimentos con alios niveles de AF es muy
elevado, de esta manera, el consumo medio de AF en Ia diefa se ha estimado de 0.75 a 0.79
g/personaldia, niveles gue son dos o tres veces mayores a los observados en paises en vias de
desarrotio, como Ia india. %

1.5.2 Efectos antinutricionales

Los fitatos reducen la biodisponibilidad mineral e inhiben enzimas proteoliticas y amiloliticas. A
pesar de que la naturaleza exacta y el grado de unién del AF a minerales y proteinas son dificiles
de determinar, y de que su papel en la nutricion es complejo, esta claro que altos niveles de AF en
la dieta estén asociados con efectos nutricionales adversos en el hombre.
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1.5.3 Efectos en la biodisponibilidad mineral

Por su estructura altamente reactiva, el AF es un excelente agente quelante presentando gran
afinidad por todos los elementos trazas polivalentes y minerales como Cu®, Co®, Mn™, Zn®",
Fe™/Fe™, Mg® y Ca®. La mayor parte de los estudios realizados sobre Ja interaccion entre el fitato
y los minerales ponen de manifiesto la existencia de una relacion inversa entre la absorcién de
estos micronutrientes y el AF, aungue existen grandes diferencias en el comportamiento individual
de cada elemento mineral, '® ’

Los efectos adversos del AF en la biodisponibilidad mineral dependen de un gran nimero de
factores, entre los que destacan la concentracion de AF vy la fuerza de su unién con los diferentes
minerales. También influyen otros factores como los siguientes:

a. Las condiciones de procesado del alimento (especiaimente pH), el tipo de AF (afiadido o
enddgeno) y la concentracién de minerales en el alimento.

b. Siel AF es ingerido en la misma comida que la fuente mineral ¢ en comidas separadas.

La concentracion de proteinas en fa dieta y, por lo tanto la presencia de proteinas, péptidos
o aminoacidos en el intestino que pueden interferir en la formacién def complejo fitato
mineral.

d. La presencia de otros agentes quelantes como fibra dietética, acido oxalico, acido
ascdrbico, acido citrico o taninos, que pueden competir con el AF en su unién con
minerales.

e. la presencia de fitasa de origen intestinal, bacteriana o de la dieta, asi como la inhibicién
de dicha enzima.

f. Laadaptacién metabdlica del individuo a altos niveles de AF. %%

1.5.4 Efectos farmacoldgicos

También se han observado efectos positivos del AF cuando se encuentra en bajas
concentraciones, entre estos se pueden mencionar: retardo de la digestibilidad del almidén y
disminucion de la respuesta a la glucosa en sangre; hipocolesterolemia; prevencion de célculos
renales; control de la caries dental y cancer; y mejora de la capacidad de captacion de oxigeno de
los globulos rojos. Estudios epidemiolégicos y en ratas sugieren también un posible papel
preventivo del AF frente a diversas patologias cardiacas, derivado del control de Ila
hipercolesterolemia, y la arteriosclerosis en el hombre. También, se ha indicado el papel del AF
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como antidoto frente a la intoxicacién aguda por plomo, debido principalmente a su capacidad de
unirse a minerales. {'”

La adicion de AF (en niveles de 0.2 a @ %) en la dieta de ratas reduce significativamente los niveles
plasméticos de colesterol y triglicéridos. Esto parece estar vinculado con la capacidad del AF de
unirse al Zn disminuyendo los niveles séricos de Zn y la relacién Zn/Cu, ya que altos valores en
ésta, tienden a predisponer al hombre a enfermedades cardiovasculares por implicar
hipercolesterolemia. Ademads, posiblemente este efecto esta también relacionado con la reduccién
de los niveles plasmaticos de glucosa y la concentracién de insulina, la cual conduce a una
disminucién del estimulo para la sintesis hepdtica de lipidos. “”

Estudios en animales y en el hombre han mostrado que la inclusién en la dieta del salvado de trigo
supone un papel protector frente a diversos tipos de céncer, especialmente de colon y mama, sin
embargo, en un principic no estaba claro si este efecto era debido exclusivamente a la fibra c a
otros componentes como el AF. En este sentido, Jenab y Thompson (1998) han observado que el
AF presente en el salvado de trigo, asi como el AF afadido a dietas con bajo contenido en fibra
reduce la presencia de biomarcadores del riesgo de céncer. 7

Ademas, estudios en ratas alimentadas con AF muestran una relacién negativa significativa entre
los niveles de AF (0.6 a 2.0 %) vy la proliferacién de células epiteliales en el colon ascendente y
descendente, El AF disminuye el riesgo de cancer a través de los mecanismos siguientes:

a. Al unirse al Fe disminuye la formacién de radicales libres durante la oxidacién de los
lipidos, ya que ésta es catalizada por dicho idn.

b. Al unirse al Zn, necesario para la sintesis de ADN, se reduce indirectamente la
proliferacién celular.

c. Al retardar la digestién del almidon, éste puede llegar al colon y ser fermentado por las
bacterias produciéndose dcidos grasos de cadena corta cuya actividad protectora frente al
cancer es conocida. ®

El AF no solo previene el cdncer sino que tambien es agente terapéutico, ya que el insP8 (myo-
inosffof 1, 2, 3, 4, 5, 6 - hexaquis (dihidrogeno fosfato)) incrementa la diferenciacion de células
malignas, que a menudo resulfa en una reversion al fenotipo normal. No obstante, el efecto del AF
no es igual en todos los 6rganos, aunque se ha encontrado una reduccidn en la incidencia de
nadulos hiperpldsicos en el higado, de carcinoma hepatocelular y de cancer de mama, estudios
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realizados con distintos carcindégenos en esdéfago, intestino delgado, colon, rifiones y firoides no
®

muestran efecto de AF en la incidencia de céncer.
En cuanto a la prevencidn de célculos renales y tratamiento de la hipercalciuria, existen evidencias
experimentales de que los inositol di- y trifosfato (InsP2, InsP3) son efectivos en la prevencion de
cristales de hidroxiapatita /i vitro que actlan como ntcleo en la formacién de célculos. Ademds,
estudios in vivo e in vitro y estudios clinicos, han mostrado claramente que el fitato juega un
papel importante como inhibidor de la cristalizacion de sales célcicas en los fluidos biol6gicos, por
lo que es una alternativa ciara para el tratamiento de Ia litiasis renal. “®

1.6 Taninos

1.6.1 Definicién, distribucion y estructura

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupe de sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes esfructuras quimicas y
actividad. Su forma més frecuente es la de polimeros o lignina insoluble, mientras que su presencia
en los tejidos animales esta relacionada con el consumo e ingestion de alimentos vegetales. La
distribucién de los compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varia considerablemente
de acuerdo al tipo de compuesto quimico que se trate, situdndose en el interior de las células o en
la pared celular. @

Sus principales funciones en las células vegetales son como metabolitos esenciales para el
crecimiento y reproduccién de las plantas, y como agentes protectores frente a la accion de
patdgenos, siendo secretados como mecanismo de defensa. ¥

En la actualidad, este grupc de compuestos fitoquimicos es de gran interés nutricional por su
contribucién al mantenimiento de la salud humana. De tal manera, que, muchas de las propiedades
benéficas atribuidas a los alimentos de origen vegetal, estdn asociadas principalmente con la
actividad antioxidante y las propiedades antinutritivas de estos compuestos fendlicos. @

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos tiene interés desde un punto de vista
tecnolégico y nutricional. Dado que los compuestos fendlicos intervienen como antioxidantes
naturales, por lo que la obtencién y preparacidén de alimentos con un alto contenido en estos
compuestos supone una reduccion en la utilizacion de aditivos antioxidantes, a la vez que se
obtienen alimentos mas saludables, que incluso pueden llegar a englobarse dentro de los

21



e _Antecedentes

alimentos funcionales. Desde un punto de vista nutricional, esta actividad antioxidante se asocia
con su papel protector en las enfermedades cardiovasculares y en el cancer, asi como en procesos
de envejecimiento por lo que estén siendo intensamente estudiados en ensayos “in vivo” e “in
vitro”

Los compuestos fendlicos son sustancias quimicas que poseen un anillo aromatico (un anilio
benceno), con uno o mas grupos hidroxidos incluyendo derivados funcionales (ésteres, metil
ésteres, glicésidos, etc.). La naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples, como los
acidos fenolicos, hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos. @

Estas sustancias se presentan en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de
azlcar unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se pueden producir uniones
directas entre una molécula de azGcar y un carbono aromatico. @

Por ello, el modo mas com(n de encontrarios en la naturaleza es en forma de glicdsidos, solubles
en agua Yy solventes organicos. Los azicares asociados a los polifenoles pueden ser
monosacaridos, disacaridos o incluso oligosacéridos. Los compuestos a los que se encuentran
unidos con mas frecuencia son: glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, y acidos
glucurdnico y galacturdnico; también pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos, acidos
organicos, aminas, lipidos y otros compuestos fendlicos. Los taninos son un grupo heterogéneo de
compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, que incluyen todos los polifenoles de
origen vegetal con un peso molecular de 500 Da. En funcién de su distribucion boténica y de su
capacidad de degradacion se distinguen dos grandes grupos: los hidrolizables y los condensados.
Entre los primeros se encuentran, los ésteres de glucosa como acido galico, digitalico y elagico,
como por ejemplo el acido ténico o simplemente tanino, que provoca lesién hepética aguda (higado
graso y necrosis hepatica); mientras que los taninos condensados son flavonoides: polimeros de
ontocianidinas. Los primeros son rapidamente hidrolizados por acidos, bases o ciertas enzimas; los
segundos no se degradan por tratamiento 4cido sino que tienden a polimerizarse. @

Los taninos estan presentes en muchas frutas tropicales como mango, datil o caqui, asi como en el
café, té y cacao; y en cereales y leguminosas. Se estima que en una taza de infusién de café
puede haber entre 72 y 104 mg de taninos y en una de té entre 431 y 450 mg. Otra fuente de
taninos, sobre todo de forma condensada, son las uvas, zumo de uva y vinos. Las concentraciones
mas elevadas se encuentran en la piel de los frutos. {Se considera que las mas elevadas tienen un
contenido medio de 500 mg/kg y los vinos tintos entre 1 y 4 g/L de vino). A partir de estos datos se

estima, que una persona puede ingerir aproximadamente 1 g o més de taninos al dia. ®
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Los faninos contienen suficientes grupos hidroxilo fendlicos como para formar puentes estables
con las proteinas, asi, se pueden combinar con las proteinas de la piel de tal manera que las hace
resistentes a la putrefaccién, es decir, convierte las pieles en cueros (curtido). Por otra parte, los
efectos adversos de los taninos se atribuyen precisamente a su capacidad para interferir con
enzimas digestivas, de tal manera que dietas con un contenido elevado en taninos produce una
disminucion de peso de animales de laboratorio, una baja capacidad de digestion de proteinas y un
aumento en el contenido de nitrégeno en heces. Los taninos también pueden inhibir enzimas

digestivas como amilasas y proteasas. %

Ademas, tienen capacidad de formar complejos con iones divalentes y trivalentes disminuyendo la
disponibilidad del calcio, hierro y cobre, también, pueden actuar como antivitaminas; un gjemplo

de dicha accién seria la disminucién que producen en las reservas hepéticas de vitamina A,

No obstante en los Uitimos afios, se han atribuide, también propiedades benéficas sobre la salud,
como antimutagenicos, anticancerigenos y de proteccion frente a enfermedades vasculares y
lesién hepdtica. El fundamento de estas acciones protectoras estriba en su actividad antioxidante
{captores de radicales libres). “*®

23



2.®Poblaciones de frijol comiin evaluadas

Se emplearon 50 poblaciones nativas de frijol de habito indeterminado, de héabito de crecimiento
Tipo 1V, provenientes de los estados de México (45), Michoacén (3) y Oaxaca (2). Este grupo de
poblaciones se seleccioné por sus caracteristicas agronomicas y rendimiento superiores en
experimentos conducidos en asociacién, en el sistema de culiivo milpa. Los experimentos se
condujeron en el Campus Montecillo, del Colegic de Postgraduados, localizado en Montecillo
estado de México (Rocadio, 2008).

El andlisis quimico se realizo en muestras de 100 gramos de cada poblacién obtenidas en
condiciones de cultivo y ambientales similares, con el objeto de reducir el efecto ambiental en el
analisis y que los efectos observables sean mayormente genéticos.

La seleccidén de germoplasma con base en caracteristicas agronémicas y origen se realizé para
incluir un intervalo amplio de diversidad de alto valor agrondmico, que permitiera evaluar la
amplitud en la cantidad de factores toxicos y antinutrimentales presentes en el germoplasma, asi
como factores nutracéuticos existentes de este grupo de poblaciones de la especie Phaseolus

vulgaris®'?

Enla Tabla 3, se describen el nombre comin y origen de las 50 poblaciones nativas de frijol con la

que se frabajo, asi como su nombre comin y luger de origen. En el Anexo 71 se muestran
fotografias de cada una de las poblaciones evaluadas.
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Ciave de

identificacién *

Tabla 3. Poblaciones nativas de frijol caracterizadas quimicamente.

Nombre
Coman®

CPMEX02-11
CPMEX02-22
CPMEX02-30
CPMEX02-32
CPMEX02-34

CPMEX02-39

CPMEX02-51
CPMEX02-52

CPMEX02-55

CPMEX03-14
CPMEX03-18
CPMEX03-20

CPMEX03-22

CPMEX03-24
CPMEX03-26
CPMEX03-29
CPMEX03-30
CPMEX03-32
CPMEX03-38
CPMEX02-48
CPMEX03-62
CPMEX03-66
CPMEX(3-68
CPMEX03-72

CPMEX04-99

Vaguita
Rosita
Cocona
Rosita
Apetito

Ruojito

Moro
Yacapaxtie

Amarillo

Covona
Negro bola
Coconita
Amarillo
snredador
Criollo amarillo
Cocona
Garrapato
Amarilio revuelto
Coconita rosa
Flor de mayo
Frijol crema
Bola palacio
Bola palacio
Flor de mayo
Bola palasio

Amarilio peguefio

Origen geografico

Clave de

identificacion

Comin

Jumiltepec,Morelos
Tepetlixpa, Mex.
Juchitepec,Mex.
Juchitepee Mex

Atlautia, Mex.

Tepetlixpa, Mex.

Tlalmanalco,Mex.
Tialtetelco Morelos

Tiaimanalco, Mex

Nepantia, Mex.
Atlautia, Mex.
Tepetlixpa, Mex.

Tepetlixpa, Mex.

Tepetlixpa, Mex
Atlautia, Mex.
Atlautia, Mex.
Atlautia, Mex.

Juchitepec,Mex

Juchitepec, Mex

Juchitepec,Mex

Ocuituco, Morelos
Yeocapixtla, Morelos
Atlauttan Morelos.
Yecapixtia, Morelos.

Chatco, Mex.

CPMEX04-100
CPMEX04-122
CPMEXO5A-7
CPMEX05A-8
CPMEX05A-12

CPMEX05A-14

CPMEX05A-15
CPMEXO5A-17

CPMEX05A-18

CPMEX05A-22
CPMEX05A-24
CPMEX05A-28

CPMEX05A-28

CPMEX05A-30
CPMEX05A-32
CPMEX05B-19
CPMEX05B-20
CPMEXO05B-26
CPMEX05B-48
MICH-OB-1
MICH-08-2
MICH-0O6-3
OAX-0O5-1
OAX-05-3
Montecillo
De Bordo

Moro
Ojo de liebre
Amarillo grande
Coconita
Revuelto
Amarillo
pequefic
Rojo
Coconita
Revuelto (rojo y
coconita)
Torito
Amarillo grande
Mora

Coconita

Moro
Rojo
Frijol negro
Frijol crema
Frijol crema
Apstito

Negro pequefio
Rojito

® Clave asignada a la variedad en el Laboratorio de Genética del Colegio de Posgraduados.

" Nombre asignado en el {ugar de origen.

~-— No se cuenta con el dato

Nombre

Origen geogréﬂc

Tialmanalco,Mex.
Attautia, Mex.
Juchitepec Mex.
Qzumba, Mex.

Ozumba, Mex.

Amecameca,Mex.
Amecameca,Mex.

Amecameca,Mex.

Tepetlixpa, Mex.
Ozumba, Mex.
Ozumba, Mex.

Tepetlixpa, Mex.

Atlautia, Mex,
Nepantia,Mex.
Chalco,Mex.
Chalco,Mex.
Chalco,Mex,
Chalco, Mex.
Michoacan
Michoacan
Michoacan
Etla,Oaxaca.

Etla,Oaxaca.
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3. Metodologias

A continuacién se presenta el diagrama de trabajo general, ef cual ilustra el procedimiento que se

siguid para la realizacion del presente trabajo.

Grang deg Frijg! H

Fraccionamienta et un
mofino Thomas Wiley
{rualta 1 mm).

v
I Hading fina del frjel |
T

N

—

Determinacion de
Proteing Cruda

,‘

Detesminacion
Cuaniialiva de

Lectinas Acida

Dietarmmacion de

Fifico

Dreterminacion de
Taninog

Daterminzedn de
Mationina

i

v

Cepuracitn e Integracisn delos
Resultados oblenidas

E Analisis Estadistico “

Figura 3. Diagrama General de Trabajo

26



3.1 DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA

Fundamento

La determinacion se realiza seglin el método Kjeldahl, el cual se basa en la oxidacion de la materia
organica mediante una mezcla digestiva (H,S0,, H,PO, y CuS0,.5H,0) formandose una sal fija de
sulfato acido de amonio (NH,HSO,) que posteriormente se destila durante la cual se fibera
amoniaco de dicha sal, mediante la adicion de NaOH al 40%, el amoniaco se recibe en el acido
bérico (H3BO,) para formar borato de amonio el cual se titula con HCI 0.01N, de esta forma se
obtiene el porciento de nitrogenc de la muestra, el cual al multiplicario por el factor 6.25, para
obtener el porciento de proteina cruda. ©%

Material y Reactivos
~  Digestor TECATOR, Mod. Ab 20/40
~  Microdestilador TECATOR AUTO KJELTEC, No. 1030
~  Tubos de digestién de 75 mL
- Mezcla digestiva (a)
—~  Peréxido de hidrogeno al 30 % (v/m)
—  Sulfato de potasio RA
—  Solucién de NaOH al 40% (m/v)
~  Solucién de acido bérico com indicador (b)
—  Solucién de HCI 0.01N valorada

a) Mezcla digestiva: Se disuelve 3g de sulfato de cobre (CuSO,.5H,C) en 20 mL de agua
destilada, se agrega 50 mL de acido ortofosforico (HaPO,), y se adiciona con cuidado,
resbalando por las paredes 430 mlL de acido sulflrico concentrado (H,SO,), se deja
agitando la muestra durante 30 minutos aproximadamente.

b) Solucién de acido bérico con indicadores: Se pesa 20g de &cido bérico y se coloca en un
matraz aforado de 2L, se adiciona agua destilada hasta disolver y se agrega 20 mL de

_ verde de bromocresol (100mg en 100 mL de CH,OH) v 14 mL de rojo de metilo (10mg en
100 mL de CH,OH), ¥ se mezcla vigorosamente,

¢) Se utilizo metanol (CH,OH) debido a2 que el equipo de destilacion lo especifica en el

manual de operacion.
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Procedimiento

Se pesa de 20 a 80 mg de muestra (dependiendo del contenido de proteina) en papel de copia y
se infroduce en el tubo de digestion, se adiciona aproximadamente 0.5g de K,50, y se agrega 3
mbL de mezcla digestiva, posteriormente se coloca en el digestor a una temperatura de 370 °C
durante 15 minutos; pasado ese tiempo, se retira, se deja enfriar y se agrega 1.5 mL de H;0, (al
30%); se vuelve a colocar ef tubo en el digestor hasta que la digestion termine, esto es, cuando el
contenido es trasllcido o incoioro.

Terminada la digestién se deja enfriar, se agrega 25 mbL de H,0 destilada y se coloca en el equipo
AutoKjeldahl de microdestilacion; el cual da fa lectura de los mililitros gastados en la titulacion de Ja
muestra, los cuales sirven para conocer el porcentaje de nitrogeno, contenido en la misma.
Ademés de introducir los tubos conteniendo la muestra se debe de preparar de igual manera un
blanco, donde se sustituye la muestra por 70 mg de glucosa o sacarosa.

Calculos:
% Nitrége;qo _ (m'{'muessra - m’:'blw(:;} *{N) * (’neq * 100)
% Proteina cruda = % Nitrogeno = 6.25 (factor)
Donde:

N = Normalidad de Ia solucién de HCI
Mgq = miliequivalentes de nitrégeno (0.014)
m = Peso de la muestra (g)

3.2 DETERMINACION DE METIONINA

Fundamento

La determinacién cuantitativa de metionina se basa en la reaccion de 6xido-reduccién que se
efectia entre el sulfuro y el ion yodoplatinato; donde el platinato es reducido y el sulfuro presente
es oxidado a suifoxido, de manera que se forma un complejo, que presenta una menor absorcién a
una mayor concentracion de metionina, debido a la decoloracién que sufre el ion yodoplatinato, y
este complejo es medido a una longitud de onda de 505nm. "
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Material y Reactivos

Acido acético Glacial (1.0 M)

HCl concenirado y HCI ( 0.1N)

Kl (0.66M)

NaOH (0.5M)

Na, SO, (0.56M) anhidrido, Baker
BaCl , (0.53M) reactivo analitico,
Técnico quimica

‘Ba(OH);, 8H;0 Merck

CdCl,

Ptls {hexachloroplatini, (IV)), Merck,
téxico.

Soluciones stock. L-metionina SmM
(No. M-9625 SIGMA )

Agua destilada

Buffer de fosfatos pH 7.0
Agitadores magneéticos

Procedimiento

- Metodologias

Espatula

Gradilla de madera

Gradilla metdlica

Matraces aforados de 25 mL
Micropipeta de 1 mL

Micropipeta de 1-5mL

Pipetas Pasteur

Tubos de ensaye
Espectrofotometro Sequoia-Turner,
Model 340

Estufa Blue M

(as nitrégeno

Potencidémetro Corning, pH meter
430.

Tubos para hidrélisis

Vasos de Precipitados de 25 mL

- Elaboracién de la Curva Patrén: Se parte de una concentracion conocida de metionina
(5miM) y se toman los volimenes necesarios para hacer la curva (0.2, 0.4, 06,08y 1 mL),
de los cuales se obtienen valores de concentracion de metionina que van desde 50 -
30.0pg.

Se colocan en matraces aforados de 25 mL, en donde se les adiciona 3 mL de BaCl, (0.53M), 3 mbL
de Na,S0, (0.56M) y se aforan con buffer de fosfatos {pH = 7); después de lo anterior se filtra con
ayuda de vacio para eliminar cualquier precipitado formado, a pattir de esto se toma 1 mL de cada
una y se coloca en tubos, a los que se les adiciona 2 ml de buffer de fosfatos (pH = 7) y 1 mL de
Ptlsy se mezcia.

Se calocan los tubos en un bafio maria a 30°C durante 10 min; después se toma la lectura en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 505 nm (donde primero se ajusta, a 100% de
transmitancia con buffer de fosfatos (pH = 7). Luego de haber obtenido las lecturas, se calcuta la
ecuacion de la recta por medio de una regresidn lineal.
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~  Hidrdlisis de la proteina de la muestra; Se pesa 200 mg de proteina y se coloca en tuhos
con tapén de rosca y se le adiciona 4.2 g Ba{OH),. 8H,0, después se le aflade 7.5 mL
agua destilada y 0.5 mbL CdCl,; una vez realizado lo anterior, a los tubos conh la mezcla de
reaccion se les insufle gas {Nitrégeno) y luego de esto, se procura cerrar adecuadamente
los tubos.

Los tubos ya preparados se colocan en una estufa durante 10 h. a 120°C (+ 2°C), después de
haber transcurrido el tiempo, se retiran los tubos y se deja enfriar; a los hidrolizados obtenidos se le
ajusta el pH (3.5 £ 0.3) con HCI concentrado y con HCI (0.1N); los hidrolizados se depositan en
matraces aforados de 25 ml y se afora con agua destilada y luego se filtra al vacid.

- Método de yodoplatinato, para la determinacion de la metionina: Se toma 3 mbL del
hidrolizado y se coloca en un matraz aforado de 25 mL, al cual se le adiciona 3 mL Na,SO,
{0.56M), 3 mL BaCl, (0.53M) y se afora con buffer de fosfatos (pH =7). Se filtra con ayuda
de vacio y se toma 1 mL, el cual se coloca en tubos, a los que se les adiciona 2 mL de
buffer de fosfatos (pH = 7) y 1 mL de Ptl;. Después se colocan los tubos en un bafio maria
a 30°C durante 10 min. y por Gitimo se toma lectura en un espectrofotémetro a 505nm.

La evaluacion de la calidad nutritiva, medida con base en el contenido de metionina biodisponible,
se hizo con la preparacion de dos hidrolizados (hidroxido de bario y cloruro de cadmio a
120°C/10hrs.) para cada muestra, y de cada hidrdlisis se realizaron 5 determinaciones, dando un
tofal de 10 lecluras, con la finalidad de aprovechar la sensibilidad del método, y asegurar la
reproducibilidad de manera confiable, ademés de que nos da un indicio de la calidad proteinica,
con base a estos resultados se aplicaron pruebas de normalidad, para observar la tendencia de las
variedades evaluadas. ©%

- Calculos: Se elabora una curva pairon con los datos de absorbancia contra la
concentracion del estandar de metionina (de 5 a 30ug), se calcula la regresion lineal para
conocer la ecuacion de la recta, y con estos datos interpolar el valor de la absorbancia
obtenida para cada muestra, y asi conocer la canfidad de pg metionina:

HGmetionina 25mkL Hlmetionine
1ml 3amlL x25mh = 106 = Bmetionina

g proteing

gmuestrax
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Bmetioning Gmetionina
= X100 = —— = U

gpra tefna

100G roteima

3.3 DETERMINACION CUANTITATIVA DE LECTINAS

Fundamenio

La deteccién de hemagiutininas o lectinas se lleva a cabo por una técnica de microdilucién seriada,

en la cual se determina la cantidad minima de faseolotoxina que produce prueba positiva de

aglutinacion, definiéndose como 1 unidad hemaglutinante (UHG) el equivalente a 1 mg de dicha

lectina

(14,15

Material y Reactivos

Sangre lavada de hamster (machos
de 3 meses de edad)

Solucion anticoagulante (a)

{Heparina 1000U1)

Solucién de proteasa al 0.2% en
solucidn salina 0.9%

Solucién salina 0.9%

Solucién saiina 1%

Proleasa (SIGMA P-5147, de
Streptomyces griseus (3.9units/mg
solido}))

Capilares con Heparina

Embudos pequefios

Eter etilico

Fibra de vidrio

Algodén

Jeringade 1 mL

Matraz Elermeyer de 50 y 150 mL
Microdilutores

Micropipeta de 1-5 mL

Tubos de centrifuga de 15 mlL con
graduacién

Pipetas pasteur

Micropipeta multicanales

Adaptador para celdas de 12 x 80
mm {acondicionado a una abertura
de 1 cm?

Agitador magnético con tacémetro
marca THERMOLINE

Centrifuga EPPENDORF 5702
Espectrofotémetro  Sequofa-Turner.
Model 340

Incubadora marca BUE-M

Microtiter Kit (Cook Eng-Alexander
Virginia USA)

Parrilla de agitacion mdltiple marca
CORNING
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a) Cuando la sangre se trabaja inmediatamente se debe utilizar solucion de heparina, en la
siguiente relacién: la solucién de heparina dependiendo de su actividad (expresada en Ul) se
usa en proporeién de 15 a 20 Ul por mL de sangre.

b) Se pes6é 1 mg de faseolotoxina y se paso a un matraz aforado de 10 mL, aforando con solucién
isoténica (0.9%). De esta solucion (0.1 mg /mL) se realizd una dilucién 1:100 para ocuparla en
la microdilucion.

Procedimiento
- Preparacién del extracto: Se muele finamente fa muestra (con un contenido < 5% de grasa)
y se suspende 0.1g en 10 mL de solucion salina al 1%, efectuando fa extraccion con
agitacion mecanica durante 2 h. a 300 r.p.m. en temperatura ambiente.

Después del tiempo indicade se centrifuga el exiracto a 3000 r.p.m. durante 10 min para eliminar el
residuo insofuble; el sobrenadante se filtra con un filiro de vidrio de porosidad gruesa, de ser
necesario se puede lavar el residuc con mas solucién salina 1%, para llevar el extracto filtrado al
volumen inicial (10 mL).

- Preparacién de la sangre: Una vez que se sangra a hamster (previamente anestesiado) via
ocular, la sangre se recoge en un matraz pequefio que contiene solucion anticoaguiante, -
se agifa suavemente para la completa homogenizacién de la sangre con la solucion
anticoagulante. Con esta medida se evita al méximo la coagulacién, logrando asi diluir la
sangre con anticoagulante con solucion salina isoténica (se considera lavar la sangre lo
més répido posible para evitar la hemdfisis).

La sangre con anticoagulante se fraspasa a tubos de centrifuga para lavaria (3 veces) con solucién
salina al 0.9%. La relacidén sangre: solucién salina es aproximadamente 1:13 se centrifuga a 3000
r.p.m. durante 10 min, después del Gitimo favado el paquete de eritrocitos se mide en el fubo de
centrifuga y se diluye a 4%, agregando 24 mL de sol. salina 0.9% por 1 mL de glébulos rojos
compactados.

- Sensibilizacidn de los glébulos rojos. A cada 10 mL de suspension de glébulos rojos al 4%

se agrega 1 mL de solucién de proteasa al 0.2% y se coloca en la incubadora por 1 h a
36°C x 0.5; resuspendiendo los erifrocifos cada 15 min.
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Posteriormente, se centrifuga para eliminar la enzima sobrenadante y se realizan 3 lavados con
solucion salina 0.9%. Finalmente, después del Ultimo lavado se resuspende el paquete de glébulos
rojos al 3%, por cada mililitro de paquete de eritrocitos se adiciona 32 mbL de solucién salina al
0.9%.

Cuando se observa en sangre algunos codgulos {aungue fueran pequefios), se considera
necesario filtrar esta suspension, con un pegueno frozo de gasa colocada dentro de un embudo de
cuello corto.

- Ajuste de la suspension de glébulos rojos. Se toma 0.1 mlL de la suspension de giébulos
rojos ya sensibilizados y se agrega 4.9 mL de solucidn al 0.9%. Se medio la absorbencias
en el espectrofotémetro a 620 nm, usando un adaptador de celdas que permite el paso de
sclo 1 em? de luz y como blanco se uso solucién salina al 0.9%.

La lectura se obtiene entre 26 + 2.5 (24 a 29) de transmitancia, en caso contrario se realiza la
dilucién o concentracién necesaria para que fa suspension de glébulos quede dentro de dicho
rango.

- Microtitulacién. En las placas tipo “V” del microtiter se coloca en cada pozo de las hileras
100 ul de solucién salina at 0.9% con una pipeta automatica muiticanales, evitando tocar
las paredes del pozo y adicionando con precaucién para no desfasar el volumen de la
adicién. Después se llend el microtitulador con 50 ul introduciendo en el extracto problema
y al retirar se absorbe con mucho cuidado la solucidn adherida en el vastago del
microdilutor; posteriormente, se introduce agitacién en el primer pozo de la hilera escogida
girando sin excesiva presién y se pasa con mucho cuidado al siguiente pozo y asi
sucesivamente hasta completar una hilera para obtener la dilucién seriada. Lo anterior
también se realiza para la solucion diluida (1:100) de la faseolotoxina que sirve como
referencia para la determinacién cuantitativa, por cada placa se debe dejar una hilera para
la solucién de faseolotoxina (PHT); ademas de, una hilera que corresponde a las pruebas
negativas de hemaglutinina, la cual se obtiene al agregar simplemente la cantidad
correspondiente de suspensidn de eritrocitos a cada pozo.

Por Gitimo, con un pipetero de gota se coloca en cada pozo 50 ul de la suspension de glébulos
rojos sensibilizados y ajustados, teniendo precaucién de resuspender los giébulos rojos, en cada
adicion a una placa. Luego se gira la placa en forma circular y se coloca en la incubadora a 36.5°C
+0.5durante 1 h.

33



- Lectura. Una vez que transcurre el tiempo eslipulado se coloca la placa sobre el dispositivo
de lectura.

Se observa a través de un espejo el fondo de los pozos de cada hilera de prueba, y se registra la
méxima dilucién que presente prueba positiva de aglutinacion, tanto del extracto de la muestra
como de fa PHT, que sirve de referencia para los célculos de la respectiva placa.

Se realizan las diluciones necesarias para que el extracto produzca un titulo dentro de los primeros
10 pozos de una hilera.

Se cuida estrictamente el intervalo de temperatura establecida y todo el material que se utilice se
lava perfectamente para asegurar que este limpio.

- Calculos: La maxima dilucion gue presenta aglutinaciéon se denomina titulo (t) de la
muestra, como de la solucion de PHT. La prueba se efectla varias veces para mayor
representacion y confiabilidad de la determinacién (minimo 10 titulos). Se realizan los
célculos de forma individual, para que al final se reportara el promedio * desviacion
estandar.

1.- Se calcula el limite de deteccion del método usando como referencia la faseolotoxina: SIGMA L-
8754}, para lo cual es necesario conocer la cantidad de lectina que se utiliza realmente en el primer
pozo, el cual se calcula de la siguiente forma:
E=MxD
Donde:
£ = Cantidad de lectina para el primer pozo de la hilera respectiva (expresada en ug)
#4 = Concentracion de lectina en la solucion diluida (expresada en pg /L)
D = Cantidad de muestra tomada por el microtitulador (ul)

E= (o. omi—i) x 504L = 0.05pg de lectina
Conociende este dato se procede a efectuar el caiculo para el limite de deteccion del método, para
lo cual es necesario tener el titulo (f) de la solucion diluida de PHT, el cual se calcula de la

siguiente forma:



R— e A S R M eto &)b gﬁ:

Donde:

L = Limite de deteccion, que corresponde a la cantidad minima de leclina que produce prueba
positiva de aglutinacion (expresada en ug).

t = Titulo {valor que indica la maxima dilucidn del extracto que produce prueba positiva de
aglutinacion con los eritrocitos del ensayo).

2.- Para el extracto de la muestra, se requiere la maxima dilucién que produce prueba positiva de
aglutinacion, para o cual es necesario calcular [a cantidad equivalente de muestra problema en el
primer pozo (e}, como se hizo anteriormente para la solucién de faseolotoxina, pero expresada en
mg, se considera la dilucion correspondiente para cada muestra, con la siguiente formula:

e=mxD

Donde:

e = cantidad equivalente de muestra en el primer pozo (mg)

m = concentracion equivalente de muestra en el extracto {mg/uL)
D = cantidad de extracto tomado por el microdilutor (uL).

Con el resultado del limite de deteccion, se calcula las unidades hemaglutinantes {UHG) de las
muestras problemas, para lo cual es necesario calcular la cantidad ufilizada realmente de éstas, en
el primer pozo de la hilera respectiva como se hizo anteriormente, pero expresada en mg; a su vez,
se calcula la cantidad minima de muestra que produce prueba positiva de agiutinacién (titulo de la
muestra problema).

wi=2(3)

Donde:

e = Cantidad de muestra en el primer pozo (expresado en mg)

f = Titulo o promedio de los titulos redondeado al entero inmediato

MA = Cantidad minima de muestra que produce aglutinacién (expresada en mg)

L = Limite de deteccion (ug)

Con ios datos anteriores se puede determinar la concentracion equivalente de lectina que tienen
tas muestras problemas de acuerdo a la siguiente expresion:



Metodologias

Donde:

LE = Cantidad de lectina de referencia expresada en ng / mg de muestra que también equivale a 1
mg de lectina /g de muestra.

Si se establece que 1 unidad de hemaglutinacién (UHG) es equivalente a 1 mg de faseolotoxina

bajo las condiciones establecidas, se puede expresar los resultados en UHG / g e mussirat = 219,

3.4 DETERMINACION DE ACIDO FiTICO.

Fundamento

Este método emplea una columna de intercambio iénico con el fin de purificar lo exiractos del écido
fitico, eliminando las fracciones menores de fosfatos de inositol que cominmente se incluyen en
otros métodos, permitiendo una cuantificacion real del acido fitico. La determinacién colorimétrica
se basa en la medida de la disminucion de la absorbancia del complejo FeCls-Ac. Sulffosalicilico

(Reactivo de Wade) debido al enlace del Fe (Ill) con el &cido fitico.

Material y Reactivos

FeCl;.6H,0 (SIGMA F-2877)
NaClO1 NyO.7N

NaOH 0.5M

HCI0.5N y 0.1N

Acido Sulfosalicilico (SIGMA 5-0640)
Acido Fitico (SIGMA P-01089)
Resina de intercambio iénico Dowex
AG1 X8 (200- 400 mesh, Bio Rad
No.de catédlogo 140-1451)

Agua destilada

Agitadores magnéticos

Balanza

Vasos de Precipitados de 50 y 25
mL
Fibra de vidrio

22

Gradillas de madera

Jeringas de 3 mbL

Matraces aforados de 25 mL
Micropipetade 1 ySmL

Parafilm

Pipetas Pasteur

Probetas de 25 y 100 mL

Tubos de ensaye de § mL

Tubos para centrifuga

Parrilia de multiple agitacion marca
CORNING

Potenciémetro Corning, 430.
Ultracentrifuga Sorvall® RC-5B
Espectrofotémetro Sequoia-Turner,
Model 340
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Procedimiento

- Exiraccitn def dcido fitico: se pesa 1 g de alimento (el cual debe contener menos de 5% de
grasa), se coloca dentro de un vaso de precipitados de 50 mL y se le adiciona 20 mL de
HCI 2.4% (0.65N), el pH de la mezcia debe estar entre 0 y 1, Io cual es necesario para
disociar al fitato de complejos con minerales y proteinas. Se somete a agitacion vigorosa
durante 2 horas a temperatura ambiente y ei extracto obtenido se transfiere
cuantitativamente a unos tubos para centrifugar a 17,300g (12,000 rpm) a temperatura
ambiente, una vez franscurrido este tiempo se colecta el sobrenadante.

Purificacion por columna de intercambio i6nico (preparacion ver Anexo 2). Se toma una alicuota de
los sobrenadantes colectados y se diluye con agua desionizada para disminuir [a concentracién
total del anion. Se recomienda la dilucidn de 1:25 para alimentos que contengan 1% o mas de
acido fitico, la dilucién de 5:25 en caso de contener menos. Para obtener mejores recuperaciones
el pH de la alicuota se ajusta a & (superior al punto isoeléctrico de las proteinas) con NaOH 1.0 N.
Posteriormente se toman 10 mL de la alicuota diluida y se transfiere cuantitativamente a fa
columna (previamente preparada ver Anexc 2). Lavar la columna con 15 mL de NaCl 0.1 N (para
eliminar el fosfato inorganico y fracciones mencres de inositol) y desechar al agua de lavado. Eluir
ai fitato con 15 ml de NaCl 0.7 N y colectar el extracto purificado.

Determinacion espectrofotométrica. Se toman 3 mL de agua desionizada (usada como
blanco), o 3 mL de los estandares {soluciones de fitato de sodio conteniendo de 5 a 50
ug/mL en agua desionizada ver Anexo 2) o los extractos purificados a través de la
columna, los cuales son previamente ajustados a pH 3 y se les adiciona 1 mL de Reactivo
de Wade (0.03% de FeCl;.6H,0O + 0.3% &cido sulfosalicilico en agua desionizada ver
Anexo 2) se somete a agitacion en un vortex por 5 segundos y se lee la absorbancia a
500nm.

Se utiliza una celda con agua desionizada para calibrar el espectrofotémetro en cero, se lee la
absorbancia del blanco, las muestras problema y los estdndares, a cada una de estas se le resta
por separado el blanco para asi obtener la absorbancia corregida respectiva. Realizar la curva
patrén, regresion lineal, interpolar los datos y obtener la concentracién de &cido fitico presente en
las muestras.
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Célculos:

Muestra identificada

Peso de la muestra (g)

Volumen de HC! para la extraccién: 20 miL

Dilucidn empleada: 1mi25mL

Factor; 10mL/15mL se refiere a la alicuofa que se coloca en fa columna de intercambio idnico y el
volumen al que se lleva con la solucion de NaCl 0.7 N que lo eluye.

Datos de la curva patron (Fruhbeck).
Donde teniendo la absorbancia promedio de las muestras y ia absorbancia del blanco, se puede
determinar la absorbancia corregida:

Absorbancia orregran = AbSOTbARCIAY nco — ABSOTBANCIA yperimentar

Se elabora una curva patron con los datos de absorbancia contra concentracion de los estandares
(5-50 g acido fitico/mL}, calculando la regresidn lineal y obteniendo la ecuacion de la recta, para
que con estos datos se pueda interpolar el valor de la absorbancia obtenido para cada muestra, y
asi conocer el valor correspondiente de concentracion:

AbSOrBan i gregian = Pendiente (in) * Concentracion, g, + Ordenada al origen (b)

{Absorbancit, grregiaa — 1)
m

Concentracion, gy, =

Para conocer la concentracién en muestra se tiene que tomar en cuenta las diluciones realizadas:

o = Comentraci 15 1 25 20
- L
oar = COMEETITAC Mg/t * 15 * 108 ™ 1858 " PeSOpumstrald)

* Este valor esta en funcién de la alicuota de sobrenadante tomada

* 100

3.5 DETERMINACION DE TANINOS

Fundamento

El método se basa en la reduccién del idn férrico debido a los polifenoles con la posterior formacion
de un complejo colorido en condiciones alcalinas, cuantificando espectrofotomeétricamente a una
longitud de onda de 525nm @

38



Material y Reactivos

Acido Tanico 0.2g/100mt (SIGMA T-
0125

Hidroxido de Amonio RA

Agua destilada

Citrato férrico de aménio 3.5g/L
Dimetilformamida (DMF} 75% v/v RA
Agitador magnético

Balanza

Tubos de centrifuga de 15 mL con
graduacion

Tubos de ensaye de 15 mL

Procedimiento

Metodologias

Vasos de precipitados de 50 mL
Vortex

Gradilla metalica

Matraces aforados de 25 mL
Micropipetade 1 y S mL

Centrifuga EFPENDORF 5702
Espectrofotometro  Sequoia-Turner,
Modej 340

Parrilla de maltiple agitacién marca
CORNING

Pesar de 0.5 a 1g de muestra, que se coloca en un vaso de precipitados de 50 mL. Se
adiciona 18 mL DMF al 75%, se agita por 1 h a 500 rpm. Se centrifuga 10 minutos a 3000

rpm y se afora a 25 mbL con DMF.

Rotular 3 tubos (uno sera el blanco y los demds correspondientes a la muestra problema), agregar
los reactivos de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 4. Cantidad y secuencia de cada reactivo para la deferminacién de taninos

Citrato Férrico

Muestra (mL)

Agua destilada (mL) 6

Amoniacal(mL)

Amoniago (mL) 1

5 5
1 1
1 1

I Agitar después de cada adicion l

Introducir los tubos en un bafio a temperatura controlada a 30°C durante 10 minutos. Leer
absorbancia a 525nm. Ajustar el espectrofotémetro con un blanco de agua.



- Curva patrdn; Se colocan 7 matraces aforados de 25 mbL y agregar 1, 2,3,4,5, 6y 7mL
de la solucién de acido tanico (2mg/mL), respectivamente a cada matraz. Aforar con la
solucién de DMF al 75% la escala de la curva patron que se obtiene corresponde al
cohtenido de acido tanico de 0, 80, 160, 240, 320, 400, 480 y 560 yg/ml respectivamente.
Se rotulan 8 tubos de ensaye (del 0 al 7}, afiadir al fubo cero 1 mL de la solucién DMF al
75%, al resto de los tubos agregar 1 mL de cada una de las soluciones. Adicionar 5 mL de
agua destilada a cada uno de los tubos y agitar. Afadir 1 mL de la solucién de citrato
férrico amoniacal a todos los tubos y agitar, Por Gltimo, agregar 1 mL de amoniaco a todos
los tubos y agitar. Introducir los tubos en un bafio con temperatura controlada a 30°C
durante 10 minutos. Leer en ef espectrofétometro a una longitud de onda de 525nm,
usando como blanco agua destilada.

Célculos. Trazar una gréfica de absorbancia vs pg de édcido tanico, interpolar el valor de
absorbancia de la muestra (diferencia de las dos absorbancias medidas = absorbancia de la
muestra — absorbancia del blanco) en la grafica. £l intervalo de concentracion de acido ténico de la
curva patrén va de 80 a 560 g, reportar ef % taninos presentes en las muestras. Teniendo la
interpolacion de la concentracion de acido tanico de la muestra problema, se tiene:

KYéciao ténico
* 25mk = HB3cido ténico

mbL
Hbscido tonico £100 = K8 5cido vénico
Gmvestra 1009muestm
i i im i p
Hscido ténico " g g g = 0% Acido Tanico

* =
1000 miestra 1000gg  1000mg  100gmuesira
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4. Métodos de andlisis estadisticos

Para fa realizacién del andlisis de los componentes evaluados, se estudiaron previamente los
resuitados obtenidos, en donde se observaron valores que de manera inexplicable diferian del
resto, a esto se le denomind “numero andémalo”, en donde se puede atribuir a un error humano o
experimental, esto se debe corroborar y comprobar estadisticamente, para decidir si seran
rechazados o no. Una forma de estudiar una medida sospechosa es comparar la diferencia entre
ella y la medida mas préxima en tamano con la diferencia entre las medidas mas grande y més
pequefia. El coeficiente de estas diferencias se denomina Q de Dixon, para ello se uliliza los
valores criticos reportados en tablas a una p=<0.05, por lo tanto si el valor de Q calculado es

superior al valor critico, se rechaza y se considera un valor andémalo.

E! principal objetivo del andlisis estadistico es probar si en un grupo de muestras, hay iguaidades o
diferencias, con base en los parédmetros dependientes evaluados (lectinas, metionina, taninos,
acido fitico y proteina). El Sistema de Analisis Estadistico {SAS) cuenta principalmente con dos
procedimientos para realizar el analisis de varianza, ellos son el ‘proc anova' y el ‘proc gim.” Ambos
procedimientos en su forma general son lo mismo; la diferencia radica, en que cuando se tiene el
mismo ntimero de observaciones para cada nivel de un factor (es decir, no hay datos perdidos) se
puede usar cualquiera de las dos. Sin embargo, es recomendable utilizar el ‘proc gim’ cuando se
tienen situaciones no balanceadas, esto es, cuando los niveles de las variables independientes
tienen un diferente nimero de datos,

Por lo tanto, como se tiene diferente nimero de repeticiones, el estudio estadistico es
desbalanceado, con base en Tukey al nivel de significancia de p<0.05, en donde se determinaron
los promedios (Tabla §), y conjuntamente se graficd la distribucién normal por medio de un
procedimiento univariado, para obtener la distribucién ajustada de las 50 poblaciones de frijol
nativas para cada uno de ios componentes evaluados, para observar la tendencia encontrada en
dichas variedades. El analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico SAS ver. 8.1 (SAS,
2000).

prac ~ progedimiento a emplear (ordenados, graficados, correlacionados, ANOVA, analisis de regresion, ete.)
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5. Resultados Y Discusion

Tabla 5. Contenido de lectina, dcido fitico, taninos, proteina y metionina de 50 poblaciones de frijo

nativas.
. L . Acido ] o
Poblacion Lectinas® Taninos** Proteina™ Metionina***
Fitico*™
CPMEX02-11 295 0.755 0.484 18.63 2.48
CPMEX02-22 48.56 135 0.456 19.77 232
CPMEX02-30 55.11 1.02 0.425 20.80 192
CPMEX02-32 8.00 0825 0510 19.29 257
CPMEX02-34 77.78 1.05 0620 21.24 201
CPMEX02-39 13.44 0.863 0722 19.85 211
CPMEX(02-51 2.02 115 0598 20.19 1.79
I CPMEX02-52 14.85 0.765 0560 21.81 204
CPMEX02-55 54.40 112 0.660 19.00 242
CPMEX03-14 17.28 1.04 0.376 17.96 268
CPMEX03-16 19.50 0.734 0.498 18.36 177
CPMEX03-20 58.20 0.851 0.661 18.99 242
CPMEX03-22 353 1.01 0482 19.42 159
CPMEX03-24 16.28 134 0515 19,53 228
CPMEX03-26 767 0.831 0514 19.01 287
CPMEX03-29 97.85 0.922 0.576 18.36 257
CPMEX03-30 7.87 1.00 0.540 21.32 1.68
CPMEX03-32 19.64 1.07 0502 21.47 2.08
CPMEX03-38 42,78 0873 0.708 22.06 222
CPMEX03-48 662 0.985 0.434 18.21 257
CPMEX03-63 41.35 0.965 0604 1872 242
CPMEX03-66 53.42 0928 0.600 19.07 284 h
CPMEX03-68 509 1.07 0.600 21.43 275
CPMEX03-72 22.38 0.918 0540 19.02 274
CPMEX04-99 18.19 0.810 0.493 17.78 283
GPMEX04-100 203 0.501 0.682 17.63 2,90
CPMEX04-122 8.45 0.960 0.406 19.32 239
CPMEX05A-7 17.17 1.20 0592 22,69 242
CPMEXO05A-8 125.83 1.04 0.467 17.26 293
CPMEX05A-12 54.83 0.998 0622 22.28 274
CPMEX05A-14 284 1.01 0.592 17.93 230
CPMEXO05A-15 3557 1.01 0.680 18.73 272
CPMEX05A-17 48.28 1.01 0592 20.38 303
CPMEX05A-18 72.52 0.645 0.588 1871 289
CPMEX05A-22 65.86 123 0.563 19.43 187
00000000
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Resultados Y Discusion

Acido
i ectinas” Taninos™ Proteina** Metionina™*

Fitico™
TCPMEXOSA-24 1382z 100 0555 2027 295
CPMEX05A-26 582 0772 0.602 19.54 253
CPMEXDBA-28 11.83 1.42 0546 20.14 277
CPMEX05A-30 5.85 0913 0.608 21.60 266
CPMEX05A-32 18.20 0.888 0.650 19.62 2.98
CPMEX058-18 17.28 1.00 0788 20.11 274
CPMEX05B-20 15.94 1.10 0616 21.11 2.82
CPMEX05B-28 51.97 1.00 0.604 20.49 2380
CPMEX058-48 20.26 0.793 0572 21.61 268
MICH-06-1 17.95 1.07 0.854 18.60 256
MICH-06-2 22.24 1.01 0610 18.93 263
MICH-08-3 20.13 1.28 0.660 17.64 203
OAX-05-1 16.35 0.640 0.806 18.16 2.41
OAX-05-3 7.77 0675 0738 15.78 236
Montecilio 20.97 0.880 0.548 21.31 265

69,95
37.314

4.096
0.0894

2771 l 0.9706

Con base en Tukey al nivel de significancia de ps0.05,

Los valores representan, las medias expresadas en:

* UHGIY mueswra (donde 1UHG = unidad de hemagiutinacitn equivalente a 1mg de faseolotoxina; n= 10)

% 0 O anaiod 100g muosia {(AF = &ciddo fitico; taninos = 4cido tanico v Proteina= Nx6.25; n= 8,6 v 3 respectivamente)
™ g metioninad 100 g proteins (EQUIVAIRNTE B G mosoninef 16g N n = 10)
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5.1 Determinacién Cuantitativa de Lectinas

El valor nutritivo de algunos alimentos, como los granos de ciertas leguminosas, es mucho menor
del que se podria esperar en relacién con su composicion quimica, debido a la presencia de
factores tdxicos (saponinas, glucdsidos cianogénicos, lectinas, etc.) que reducen la disponibilidad
biolégica y la digestibilidad de uno o mas nutrientes. Algunos de estos factores antimetabdlicos
pueden ser inactivados con tratamientos térmicos.

Por diversas razones, el estudio de leguminosas como garbanzo, lentejas y frijol como fuente de
proteina en fa alimentacion humana y animat ha sido limitado; por lo anterior el presente estudio
se dirigid a ia ampliacion del conocimiento del valor nutritivo y los factores que limitan el
aprovechamiento racional de un conjunto de poblaciones nativas de frijol comlin (Phaseolus
vulgaris), cultivadas y consumidas en la regién Chalco-Amecameca en el suroriente del estado de
México, cultivadas en asociacién con maiz.

Con este fin, inicialmente se tomaron como base los resultados obtenidos previamente en la
determinacién de lectinas en forma semi-cuantitativa’®™ El presente estudio proporcioné un
panorama general del contenido de hemaglutininas en el grupo (Tabla 5), ademas de proporcionar
una idea del tratamiento de las muestras, de la necesidad de realizar diluciones y definir el nGmero
de repeticiones debido a la sensibilidad del método, el cual fue un hecho importante en la
determinacion de dicho factor téxico.

La cuantificacién de lectinas se hizo a partir de 2 extractos crudos por muestra, y en cada muestra
se realizaron 5 determinaciones, por lo tanto se {uvieron como minimo 10 observaciones
individuales en cada una de las 50 muestras, con la finalidad de aprovechar de manera positiva la
sensibilidad del método, asi como asegurar la reproducibilidad y repetitividad de manera confiable.

Estos resultados reflejan de forma més precisa el contenido real de lectinas, expresado en
unidades de hemagiutinacion por gramo de muestra (UHG/g questa), donde 1 UHG es equivalente a
1 mg de faseolotoxina (SIGMA L-8754).

Ademas, se aplicaron pruebas de normalidad para observar la distribucion de este factor toxico en
la poblacién (Figura 4), en esta distribucion se observa un sesgo positivo y, por lo tanto, estd muy
leios de un comportamiento normal; ya que un grupo bastante amplic mostré una tendencia a
valores minimos, en el intervalc de 2 a 25 UHG/G muesra. aUNGue un segundo grupo muestra un
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contenido medio de lectinas (25 a 78 UHG/G muesta), ¥ finalmente un pequefio grupo y alejado del
resto, que es de un alto contenido de lectinas, entre 97.85 y 125.83 UHG/Y muestra. E5t0s resultados
indican claramente una diferencia significativa y la variacién observada en el grupo, puede ser
atribuida principalmente a factores genéticos propios de cada variedad dentro de la misma especie.
Por lo que el coeficiente de variacion es muy alto, indicando que la variacién poblacional es amplia
dentro de este grupo varietal. En este grupo poblacional la mayoria de las variedades presentan
contenidos bajos (70%}) a altos (30%) de lectinas.

Histograma de Lectinas
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Figura 4. Distribucién de contenido de lectinas en 50 poblaciones nativas de frijol coman.

La distribucién poblacional muestra la amplia fluctuacién entre las variedades del grupo {figura 4),
desde un valor minimo de 2.02 UHG/g muestra Que corresponde a la variedad CPMEX0251 y hasta el
valor maximo de 125.83 UHG/Y muestra €N 12 variedad CPMEX05A08.

5.2 Contenido de Acido Fitico

En lo que respecta al acido fitico (Figura 5), las pruebas de normalidad muestran un
comportamiento casi normal, ya que la media es 0.9706 % AF, y con una ligera mayor proporcion
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de valores menores al promedio general {46 %); resalta claramente que el contenido de AF en las
variedades de frijol comdn estudiadas en un intervalo de 0.6 a 1.35 %AF es similar al observado en
algunos cereales como arroz entero (Orizae safiva) (0.86 a 0.99 %), trigo (Triticum aestivum)
{valores mayores: a2 1.13%); en maiz (Zea mays) (0.77 a 0.99%), en sorgo (Sorghum vulgare)
{0.82 a 0.96 %), en cebada (Hordeum vulgare) y avena (Avena sativa) los niveles de AF
obtenidos son 0.99% y 0.77%: asi como en otras leguminosas como el grano de haba (Vicia faba)
cuyos niveles de AF oscilan entre 0.71 y 1.15%, mientras que la cascara contiene sélo de 0.06 a
0.20% de AF; en. chicharo (Pisum sativum) es entre 0.75 a 0.94%; en frijol de vaca (Vigna
unguiculata) el AF constituye 0.77%; en ientejas (Lens culinaris) y garbanzos (Cicer arietinum)
los niveles de AF son de aproximadamente 0.7%. En términos generales 50 % del grupo
poblacional mostré valores iguales o mayores a 1.0, es decir que el contenido de algunas
poblaciones nativas de frijol tienen mayor contenido de acido fitico que los cereales y otras
leguminosas, observandoles un valor maximo de 1.35 %.en [a poblacién CPMEX02-22 %+

Es de resaltar que la metodologia empleada es bastante especifica, y logré distinguir gran cantidad
de grupos con diferentes contenidos de &cido fitico, cuya comparacidn con valores obtenidos en
ofros esfudios con diferentes especies muestra que estan dentro del intervalo, y que aigunas
poblaciones superan esos valores. Este resultado es altamente relevante, ya que el valor
nutracéutico de este germoplasma por su contenido de acido fitico, o harfa Util para obtener
variedades con alto potencial en este.

En las dos Ultimas décadas se han realizado importantes avances en el conocimiento del AF, ya
que se han descrito nuevos papeles fisiolégicos en la planta, y, se han descubierto nuevos efectos
henéficos para la salud en contraposicién con los efectos adversos conocidos para los humanos;
sin embargo, dado que la mayoria de los aspectos favorecedores del AF han sido encontrados en
investigaciones in vitro o in vivo, en animales y estudios epidemioldgicos, serian necesarias mas
indagaciones in vivo en el hombre, para evaluar tanto los efectos adversos como los potenciales
aspectos benéficos del consumo de Acido Fitico.

El intervalo de variacion en el contenido de acido fitico en esta muestra poblacional se encuentra
entre 0.64 % {OAX05-1) y 1.35 % (CPMEX0222) (Tabla 5}, con un alto porcentaje de poblaciones
con valores iguales o mayores a 1 % AF. El coeficiente de variacién bajo {4.096) indica que ias
diferencias observadas son atribuibles principalmente a diferencias varietales.
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Histograma de Acido fiico
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Figura 5. Distribucion del contenido de Acido Fitico en 50 poblaciones nativas frijol comtn

1.3 Determinacion de Taninos

El frijol contiene una variedad de factores antinutrimentales que- interfieren en la disponibilidad de
los nutrimentos causando un efecto negativo en el crecimiento de los animales. La concentracion
de estos factores es variable y sus efectos biolégicos distintos. En particular, los taninos en las
leguminosas son compuestos que se localizan en la testa de las semillas cuyo efecto mayor en los
animales monogéstricos estd relacionado con su capacidad para formar complejos con las
proteinas, haciéndolas no biodisponibles; aunque, también pueden ejercer un efecto benéfico en la
salud humana por su actividad antioxidante como captadores de radicales libres, por lo cual
previenen y mejoran enfermedades cardiovasculares, y parecen ejercer actividad anticancerigena.

En legumbres y cereales los principales compuestos fentlicos son los flavonoides, 4cidos fenélios

y taninos, el contenido de estos en cereales es < 1 %, excepto para alguna variedad de sorgo
(Sorghum bicolor) en los que alcanzan contenidos superiores al 10%. Los taninos son
considerados sustancias antinutritivas presentes en las judias y en los guisantes, encontrandose
en concentraciones del 2 % expresados como equivalentes de catequinas (indica la presencia de
antocianidinas) o acido tanico. Las legumbres con un mayor contenido de taninos son las de color
oscuro entre las que destacan las judias rojas y negras.
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La importancia nutricional de este amplio grupo de compuesios no solo radica en conocer la
concentracion de ellos en los alimentos, también su biodisponibilidad con otros componentes de la
dieta, con base en lo anterior y debido a la importancia, la distribucion de taninos, y con base en
las pruebas de normalidad (Figura 6), se observa que no es un comportamiento normal, al igual
que como se presentd en AF, pero se ve una tendencia hacia un sesgo negativo, sin embargo se
puede decir que el contenido del grupo oscila en un intervalo de 0.376 (CPMEX0314) a 0.854 %
{MICHO086-1), con un valor medio de 0.585 % .en la (Figufa 7) , aproximadamente 50 % ( 27 de 50)
de las poblaciones presenta valores superiores al promedio, pero se considera bajo con lo
reportado en la literatura (2 %), aunque hay que destacar que para el caso del frijol de manera
especifica se ha observado que el maximo valor de taninos es de 0.8 % en frijol rojo (Vigna
sinensis) y el mas bajo es de 0.3 % en frijol pelén (Vigna unguiculata), al igual que también se
pueden encontrar valores < a 0.3 %, como el frijol alado (Psophocarpus tetragonolobus) con
0.26 % y Quinchoncho {Cajanus cajan) 0.27 %, destacando valores traza como es en el frijol bayo
{Vigna unguiculata) del 0.077 %, comparando lo obtenido en el presente estudio, se observé que
se esta dentro del intervalo, donde se resalta que en base a la metodologia utilizada se logréd
distinguir gran cantidad de grupos con diferentes contenidos de taninos y que algunas variedades
superan por poco esos valores, por lo anterior se destaca una gran variabilidad que hay dentro de
este grupo y de la misma especie.® ‘V

Histograme de Taninos

Parcertsje (%)

057 z 0.58

Taninos (9 gy ——

Figura 6. Distribucion del contenido de taninos en 50 poblaciones nativas de frijol comun.
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En la actualidad se tiene poca informacién acerca del consumo de compuestos fendlicos a través
de la dieta y los principales estudios sobre este tipo de compuestos se han realizado sobre la
ingesta de flavonoides. La contribucion relativa de los diferentes alimentos vegetales a Ia ingesta
total de estos compuestos dependera del grado de consumo de otros recursos dietéticos ricos en
dichos compuestos como el té, el vino, el café, los cereales y otras leguminosas. Por lo tanto, es de
vital importancia dar a conocer los efectos positivos de este tipo de compuestos antioxidantes, que
se encuentran en forma natural en el frijol comun, para un aprovechamiento maximo y promover

tanto el cultivo como el consumo de variedades que no son conocidos a nivel industrial #**"

5.4 Determinacion de Proteina y Metionina

Debido a que en fos Ultimos afios se ha venido buscando la forma de mejorar la calidad proteinica
de esta leguminosa (frijol comdn) es necesario profundizar en el estudic de determinadas
caracteristicas fisicas, quimicas, nutricionales y ambientales de ciertos cultivares de frijol. Para ello
se evaluaron algunas de estas caracteristicas.

Con base en los antecedentes, se sabe que el valor nutrimental de un alimento proteinico depende
de su composicién en aminoacidos, asi como de la biodisponibilidad. Por lo tanto si contiene un
porcentaje menor que el necesario de alguno de los aminodcidos esenciales, su valor nutrimental
sera proporcionalmente menor que el que tendria si contiene una proporcién suficiente de todos
ellos. Por lo cual es necesario prestar especial atencion a los contenidos de proteina y en el caso
de metionina biodisponible en las variedades evaluadas. Con respecto a la cantidad de proteina, y
con base en las pruebas de normalidad se puede observar la tendencia de las variedades
evaluadas asf como su comportamiento a fo largo de la poblacién (Figura 7), donde se destaca
claramente, que el contenido de proteina en las variedades estudiadas de la poblacién de frijol
comin Phaseolus vulgaris varié de 17.2% a 22.8 %.

Mientras que el contenide de proteina en promedic fue de 19.60 % ef cual se encuentra muy cerca
del valor encontrado en tablas, que es alrededor de 20 %.Con esto se corrobora que es un

alimento con alto contenido proteinico. Esto es de sumo interés ya que revela un comportamiento

homogéneo que muestran estas variedades de frijol comin, y la ausencia de variaciones
importantes puede deberse, a la igualdad de condiciones ambientales en su desarrollo.
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Figura 7. Histograma de Proteina, comportamiento de este factor nutricional e indicativo de
cantidad de proteina en las 50 variedades de frijol comin estudiadas

Con respecto en la comparacién de medias con base en la prueba de Tukey (Tabla 5}, en donde
se muestra el contenido de %Proteina. Se visualiza de manera puntual que la variedad que tuvo el
valor minimo de proteina fue la CPMEX05A08 con 17.26 %, y la de valor maximo fue
CPMEX05A07 con 22.68 %.

La determinacién de este parametro, es necesario para poder cuantificar el contenido de metionina
de las 50 variedades de frijol, ya que se requiere pesar la cantidad de muestra con base en el nivel
proteinico; ademas, es conveniente reportar el contenido de este aminoacido en términos de
9/1009p0eina. Adicionalmente esto tiene gran relevancia debido a que la metodologia de metionina
es muy sensible, y al sobrepasar los valores establecidos, no entraria dentro de la curva patron y
se tendria que repetir el procedimiento.
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Histograma de Metionina
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Figura 8. Distribucién del contenido de metionina en 50 poblaciones nativas de frijol coman.

La curva de distribucion muestra claramente la tendencia a concentrar el contenido de este
aminoécido en valores superiores a la media (2.50 %), entre 2 — 3 %, con un comportamiento no
normal. Estos resultados son importantes dado que los niveles de metionina en frijoles, observados
varia en un intervalo de 0.44 a 2.09 % (FAQ). En tanto que los resultados de este estudio muestran
un intervalos de variacion de 1.59 a 3.03 % que es superior a los valores que se encuentran en la
literatura; estos resultados muestran que el grupo poblacional tiene un grado de variacién amplio y
que estas poblaciones tienen un alto potencial por su alto vaior nufricional, y ademas como
posibles fuentes de germoplasma para el desarrollo de variedades ricas en metionina; sin embargo
seria necesario corroborar estos resultados para establecer con plena seguridad las diferencias
encontradas e incluir en la evaluacion algunas variedades de uso comdn de otras regiones y
habitos de crecimiento. '

Se obtuvo una diferencia entre las variedades que se muestran en los limites de menor y mayor
contenido de metionina, no son las mismas que se presentaron en el caso de la proteina, aqui se
identifico que la variedad con el contenido menor de metionina corresponde a CPMEX0322 con un
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vaior de 1.59 % vy la de mayor a CPMEXO5A17 con 3.03 % en donde la primera enira en el
intervalo establecido y la segunda se sale completamente.

Estos en comparacion con CPMEX0SA08 y CPMEXOSA07 contienen 293 y 242 %
respectivamente, en donde resalta una relacion inversa de estos dos parametros, y refiriendose a
su contenido de proteina la CPMEX0322 muestra 19.42 % y la CPMEX05A17 con 20.38 % se
observa una relacion proporcional, 1o gque indica la necesidad de probar otro método para evaluar
la metionina en donde se minimicen los errores experimentales, y posteriormente comparar los
resultados con los del presente estudio, y asi se pueda discutir de manera confiable la relacion que
puedan o no tener estos paramefros. Esto es atribuido al saber que en general, las leguminosas
son consideradas principalmente como fuentes de proteina, razén por la cual existe una gran
abundancia de datos sobre su composicion. La riqueza en proteina de estas semillas es bastante
variable entre y dentro de los mismos genotipos. Con respecto a la cantidad de aminoécidos
esenhciales, se sabe que poseen una menor riqueza en aminodcidos azufrados. En general, el
porcentaje de cada aminodcido estd altamente correlacionado con la proporcién de proteina, y esta
relacién parece ser independiente del genotipo y factores ambientales. Como consecuencia los
aminodcidos no se encuentran en proporcién fija de la proteina total. Cuando ei contenido de
proteina disminuye la proporcién de algunos aminoacidos aumenta, especiaimente en el caso de la
lisina y aminodcidos azufrados como metionina y triptéfano; en ofras palabras, cualquier
incremento en el contenido de proteina de las leguminosas se esperaria una correlacion positiva,
es decir, a mayor cantidad de proteina, mayor contenido en su aminodcido limitante, lo que lleva
consigo una aumento de la calidad de ésta referida al perfil de sus aminoécidos.



S - s ER— . AR N

Conclusiones

- El nivel de lectinas en las 50 variedades estudiadas es variable, se encontraron variedades
con alto, mediano y bajo nivel de estas enterotoxinas, aunque la mayoria tendia a un bajo
contenido. Esta variabilidad se atribuyé a las condiciones climatoldgicas y de ia genética
que se present6 dentro de una misma especie (Phaseolus vulgaris).

- Con base en la determinacién cuantitativa de lectinas, se observé un minimo de 2.02
UHG/Gmuestr= ¥ UN Maximo de 125.83 UHG/Gmucstra-

- Con respecto al 4cido fitico se obtuvieron valores muy interesantes, mostrando una gran
variabilidad entre las variedades estudiadas, teniendo como valor maximo 1.35 %AF vy un
minimo de 0.640 %AF, que son muy similares a los reportados en la literatura o estan
dentro del intervalo, y asi aprovechar la informacién obtenida, para realizar bioensayos
para correlacionar el efecto benéﬁco del AF, manteniendo invariable los ofros parametros
analizados.

- Se obtuvo una amplia variabilidad en taninos, un minimo de 0.376 % Taninos y un maximo
de 0.854 %Taninos, y debido a que actualmente ha surgido que estos compuestos tienen
efectos benéficos para la salud es de gran importancia aprovechar al maximo para
aumentar el consumo de estas variedades que no son conocidos a nivel industrial,
(siempre y cuando se reaiicen los estudios pertinentes que indiquen su efecto benéfico,
como estudiar ef riesgo-beneficio de la incorporaciéon o eliminacién de algunos de estos
compuestos en la dieta).

- En contenido de proteina en las muestras es muy homogéneo, observandose un intervalo
de 17.20 % a 22.80 %, con un una media de 19.70 %, el cual es muy similar al reportado
en la literatura (20 — 25 %).

- Los niveles de metionina encontrados variaron en un intervalo de 1.59 a 3.03 % mostrando

un grado de variacion amplio, con un alto potencial nutricional; aunque habia que confirmar
estos datos con otro métedo validado.
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Recomendaciones

El atributo nutricional mas importante de las leguminosas es su efecto suplementario sobre las
dietas compuestas por cereales, pero dicho efecto esta limitado por la deficiencia de aminoécidos
azufrados y por los llamados factores antinutricionales. En consecuencia, estos factores limitantes
son de importancia por su origen genético y por tanto, se deben considerar prioritarios en los
diversos programas de mejoramiento genético.

Es importante el contenido de los metabolitos secundarios, muchos de los cuales pueden tener
efectos benéficos para la salud, y seria interesante estudiar el riesgo-beneficio de la incorporacién
o eliminacién de algunos de estos compuestos en la dieta, con el fin de impactar positivamente en
la salud de la poblacién.

Dado que la mayoria de los aspectos benéficos del AF son derivados de investigaciones in vitro,
en animales o de estudios epidemioldgicos, serian necesarias mas investigaciones en el hombre
gue evaluaran conjuntamente los efectos adversos y los potenciales aspectos beneficiosos del AF
de la dieta.

Debido a los datos obtenidos de metionina, es recomendable buscar otro método mas adecuado
para su determinacion, que no sobreestime los resultados obtenidos.
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Anexos

Anexo 1:

Fotografias de las 50 variedades de frijol com(n {Phaseolus vulgaris)

CPMEX 0314 CPMEX 0316 CPMEX 0320
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Anexo 2

Agcido Fitico, Método de Frunhbeck (1995):

Preparacion de columnas de intercambio idnico. Pesar aproximadamente 0.5 g de resina de
intercambio anidnico e hidrataria con 0.6 mL de agua desionizada. Al mismo tiempo preparar las
columnas utilizando jeringas de 3 mL e introduciéndole en el fondo de la misma un tapdn de fibra
de vidrio (cuidando de no poner en exceso) y colocarla sobre un soporte como puede ser una
gradilla metdlica. Agregarle a la columna la resina hidratada cuidando que quede asentada
uniformemente. Una vez que ia resina esté bien empacada en la columna adicionarie 15 mL de
NaCl 0.7 N y posteriormente lavar con 30 mL de agua desionizada cuidando de dejar liquido
suficiente (aproximadamente 0.5 cm de altura arriba de la resina empacada) para que no se seque

la resina y quede lista para usarse.

Preparacion de estandares: Preparar una solucion concentrada de &cido fitico que contenga 1000
Hg acido fitico/mL. Pesar exactamente 0.080g de la sal de fitato de sodio, la cual tiene una pureza
del 94% y una humedad del 8.3% vy aforar con agua desionizada hasta un volumen de 50 mL.

A partir de la solucién concentrada preparar las soluciones de los estandares de 5, 10, 20, 30, 40y
50 pg/ml de la siguiente manera:

Tabla 6. Preparacion de estandares (Fruhbeck)

?Ol;‘g::::f;z'; | Aforar con agua desionizada hasta ?
10004 o) ) e
0.125 25 5
0.250 25 10
0.500 pis 20
0.750 s 30
1.000 25 40
1.280 25 50

— SO ——————

Preparacion del Reactico de Wade: Pesar 0.03g de FeCliH,0 vy 0.3g acido sulfosalicilico y
disolverios en agua desionizada hasta un volumen de 100 mL. El reactivo debe ser preparado en el
momento de hacer la determinacién espectrofotométrica, y una vez adicionado a las muesltras

debe leerse en menos de 30 minutos.
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