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Resumen
El frijol es la leguminosa mas consumida en México. Aunque se conocen los efectos benéficos

sobre el metabolismo humano de otras leguminosas, como de la soya, de la que se sabe que su
aislado de proteina produce efectos dislipidémico, del frijol se conoce muy poco sobre sus efectos
fisiolégicos.

El presente trabajo tiene como objetivo general obtener un concentrado de proteina de frijol negro
para conocer sus caracteristicas fisicoquimicas, su efecto en el crecimiento en ratas, asi como en
los parametros bioquimicos hormonales relacionados con lipogénesis.

La metodologia para obtener el concentrado fue un proceso de solubilizacién de proteina en
diferentes solventes. La caracterizacion del aislado se hizo por medio de un analisis proximal
empleando métodos oficiales de AOAC. EIl concentrado de proteina de frijol presentd una
composicién de 60.92% de proteina, 23.96% de extracto libre de nitrégeno, 0.45% de fibra cruda y
0.12% de lipidos. Las propiedades funcionales evaluadas fueron solubilidad segun Popineau et al
(1988), absorcion de agua y la absorcion de aceite por la técnica de Quinn & Paton (1979). Se
obtuvo una solubilidad maxima menor a 20% en el pH de mayor solubilidad que fue pH12, su
capacidad de absorcion de agua fue de 1.5mg/g de concentrado y su absorcion de aceite de 0.5
mg/g de concentrado. Para evaluar su capacidad antioxidante se cuantificaron flavonoides por el
método de Saura (1998) y se encontraron 149.88ug/g de concentrado. La evaluacion del
crecimiento en ratas se hizo por ganancia de peso de los animales, los parametros bioquimicos
evaluados fueron glucosa en suero por el método de la glucosa oxidasa, las concentraciones de
colesterol y triglicéridos se midieron por un método enzimatico colorimétrico y las concentraciones
de insulina y glucagon en suero se determinaron por el método de Radioinmunoensayo marca
Millipore. Y la evaluacion de la expresion génica se realizdé por medio de PCR-TR para los genes
de interés.

En la evaluacion del efecto de la proteina de frijol en un modelo animal se observé que la curva de
crecimiento de ratas alimentadas con proteina de frijol no presenta diferencia significativa con la
curva de crecimiento de las ratas alimentadas con proteina de soya. Con respecto a las
concentraciones en suero de glucosa, colesterol, insulina, glucagon, asi como la relacion
insulina/glucagon de ratas alimentadas con proteina de frijol presentan patrones similares al grupo
de soya. Para los resultados de triglicéridos en suero basales de ratas alimentadas con proteina
de frijol se observa un aumento y una tendencia similar al grupo de soya. Se observé una mayor
expresion génica de SREBP-1 para el grupo alimentado con una fuente animal en comparacién
con el alimentado con proteinas vegetales. En el caso de FAS no se observa una tendencia clara,
pero si se distingue que al minuto 60 en los grupos alimentados con proteina vegetal disminuye.

El concentrado de proteina de frijol generado y evaluado presenta caracteristicas que pueden
promover su utilizacién en productos donde no se busque solubilizar, no se desee una alta
absorcién de aceite y dandole un valor agregado por los flavonoides. Se debe promover su
consumo por sus efectos dislipidémicos, que en general son similares al obtenido con aislado de

proteina de soya.



Abstract
Bean is one of the leguminous vegetables most widely consumed in Mexico. However, little is

known about its physiological effects, even if the benefits of other leguminosae, like soya bean, on
human metabolism have been studied and the dislipedemic effect of protein isolates have been

documented.

The aim of the present work is to obtain a protein isolate from black bean to have the raw material
to study its physicochemical parameters, to assess its effect on growth in a rat animal model, as

well as to study its effect on biochemical parameteres related to lipogenesis.

The method to obtain the protein isolate was the solubilization of proteins in different solvents. The
proximate composition was obtained following the AOAC standard methods and it was found to
have a 60.92% protein, 23.96% nitrogen free extract, 0.45% crude fiber and 0.12% lipids. Its
functional properties were also evaluated: solubility, according to Popineau et al (1988), water
absorption and oil absorption, following the procedure described by Quinn & Paton (1979). The
maximum solubility was less than 20% at pH12, 1.5mg water were absorbed per gram of
concentrate, while 0.5 mg oil were absorbed per g of concentrate. Flavonoids were assayed
according to Saura (1998) and 149.88ug per g of concentrate were found, which leads to the
assumption it has an antioxidant capacity. Weight gain was quantified in the experimental lot of
rats, as well as serum glucose (by the glucose oxidase method). Cholesterol and triglycerides
were assayed enzymatically, coupled to a colorimetric assay. Glucagon and insuline in serum were

evaluated by Radio Immuno Assay (Millipore). Gene expression was quantified using RT PCR.

The growth curves indicated that rat feds with bean protein isolate did not show a significant
difference compared to rats fed with soybean protein. The serum glucose levels, cholesterol,
insulin, glucagon, as well as the ratio insulin/glucagon are also similar between both groups. The
triglyceride levels in rats fed with black bean protein there is a slight increase and a similar trend
compared to the soya bean fed group. The expression of the SREBP-1 gene was higher in the
group fed with animal protein when compared to the vegetable proteins one. There is no clear
trend in the analysis of the FAS gene expression, but after 60 minutes its levels are reduced in the

group fed with vegetable protein.

The above results indicate that the protein concentrate produced from blackbean shows some
features that lead to consider its use in products where no protein solubilization or a high oil
absorption is required. The presence of flavonoids would have an aggregate value. Blackbean
consuption must be promoted because of its dislipidemic effects, which are similar to those shown

by soybean protein isolates.



Introduccion

El conocimiento de los mecanismos moleculares de accién de los nutrimentos esta permitiendo
ahora el utilizarlos como una estrategia para la prevencién de diferentes anormalidades
metabdlicas que aquejan a la poblacién. En las Ultimas dos décadas se ha desarrollado un gran
interés por estudiar la interaccion gen-nutrimento. Se han desarrollado dos grandes areas de la
denominada nutricién molecular que son la nutrigenémica y la nutrigenética. La primera estudia el
mecanismo a través del cual los nutrimentos regulan la expresion de genes especificos, mientras
que la segunda estudia cémo las variantes genéticas de cada individuo afectan la utilizacion de
nutrimentos especificos provenientes de la dieta. Por ejemplo en el grupo de investigacion de
Fisiologia de la Nutricion del Instituto Nacional de Nutricién y Ciencias Medicas Salvador Zubiran,
INNCMSZ, se ha demostrado que la proteina de soya genera diversos beneficios sobre el
metabolismo de lipidos y de hidratos de carbono. Se ha demostrado a través de diversos meta-
andlisis que el consumo de proteina de soya reduce las concentraciones de colesterol total y
colesterol LDL. Ademas se ha demostrado que la ingestion de proteina de soya en animales de
experimentacién disminuye la acumulacion de lipidos en el higado, aun en modelos de obesidad
inducida por dieta o en obesidad genética. También se ha demostrado que el consumo de la
proteina de esta leguminosa previene la hiperinsulinemia a corto plazo y a largo plazo. Todos
estos hallazgos indican que el consumo de proteina de soya tiene efectos benéficos para
individuos obesos con sindrome metabdlico. A través de la nutrigenémica se ha podido entender
cémo es que el consumo de proteina de soya genera estos beneficios. Los resultados muestran
que esta proteina disminuye la expresion del factor de transcripcién SREBP-1 (por sus siglas en
ingles sterol regulatory element binding protein — 1) , el cual se encarga de regular la expresién de
los genes de la sintesis de acidos grasos como el de la sintasa de los acidos grasos, FAS (por sus
siglas en ingles fatty acid synthase). De esta manera una disminucion en la expresién de SREBP-1
se asocia con una disminucién en la litogénesis lo que conlleva a una menor acumulaciéon de
lipidos particularmente en el higado lo que ayuda en parte a disminuir la resistencia a la accioén de

la insulina.



Sin embargo, la leguminosa que se consume en el pais en mayor cantidad es el frijol, y no existen
en la actualidad estudios que utilicen las herramientas de la nutrigenémica para determinar si la
proteina del frijol tiene las mismas propiedades antilipogénicas como las tiene la proteina de soya.

Para poder realizar estos estudios y entender los posibles beneficios del consumo de la proteina
del frijol es necesario entender algunos aspectos generales de esta leguminosa como se muestra

a continuacion.

Antecedentes
El frijol en México

Para México el frijol es uno de los alimentos que reportan una importancia tanto cultural, como
alimenticia, ya que “ha sido y sigue siendo ingrediente esencial en la dieta de los indigenas
americanos, especialmente las variedades negras y rojas. Representan una de las fuentes
proteinicas mas importantes para ellos” (Jaffé, 2008). Las familias mexicanas son la unidad social
por la cual los individuos conocen y adoptan su patron de alimentacion, lo que genera que dichos
patrones sean repetidos por generaciones, lo que da una relevancia cultural a alimentos que se
acostumbran en la zona (Quandt, 2002), En este aspecto, el consumo de frijol esta arraigado
desde hace miles de afios y es altamente apreciado por los consumidores, por lo que su
aceptacion se coloca solo detras del maiz (Bourges, 2001). Se puede reconocer que en
cualquiera de los estratos sociales el frijol se encuentra dentro de los 20 productos de mayor
frecuencia de consumo, segun los datos del ENIGH (Martinez & Villezca, 2003). Su consumo en la

poblacién mexicana no depende del sector social.

Sin embargo, en 1990 cada mexicano comia en promedio 18 kilos 900 gramos de frijol al afio
mientras que en 2007 se consumieron 11 kilos 900 gramos al afio, es decir 7 kilos menos
(Carrillo, 2008). Aun con esta disminucion del consumo nacional, econdémicamente el frijol en
México es relevante, ya que a nivel internacional México fue el quinto productor de frijol con el
7.0% en 2006, produccién que no cubre las necesidades del pais, por lo que nuestro pais se
encuentra como el octavo importador a nivel internacional (FAOSAT, 2008).

Actualmente se cultivan alrededor de 30 variedades distintas de frijol en las diferentes regiones de

México, de las cuales se pueden agrupar por preferencia de consumo en:



 Muy preferente: Azufrado, Flor de Junio, Flor de Mayo, Mayocabo, Negro Jamapa y
Peruano.
« Preferente: Garbancillo, Manzano, Negro Querétaro, Negro San Luis y Pinto.
* No preferentes: Alubia blanca, Bayo Blanco, Bayo Berrendo, Negro Zacatecas y Ojo de
Cabra.
(Marin, 2007)
Taxonomia, morfologia y caracteristicas del frijol
El frijol que se consume en México tiene el nombre cientifico de Phaseolus vulgaris L. Esta
ubicado taxonémicamente dentro de la familia de las leguminosas y la parte de dicha planta que
se conoce como frijol es Unicamente la semilla. La clasificacion taxondmica se presenta en la tabla
1.

Tabla 1 Taxonomia del frijol (Allen, 1981)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Leguminosae
Subfamilia | Papilionoideae
Tribu Phaseoleae
Subtribu Phaseolinae
Genero Phaseolus
Especie Vulgaris

La planta Phaseolus vulgaris L es una angiosperma, que son quienes presentan las semillas
encerradas, en este caso se encuentra dentro de una vaina; y esta semilla se ubica como
dicotileddnea, por presentar 2 cotiledones. La morfologia de la semilla de Phaseolus vulgaris L.,
como se puede ver en la Figura 1, consiste de una testa que es la cobertura del 6vulo, el hilo o
hilium, que es la cicatriz que conectaba la semilla con la placenta, un micrépilo que es la apertura
gue permitira la absorcion de agua en caso de germinacién, un lente o rafe que es el Iébulo
generado por la soldadura de los tegumentos externos con el foliculo y 2 cotiledones quienes
absorben y almacenan los nutrimentos (Federacion nacional de cultivadoes de cereales y

leguminosas, 2008).
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Figura 1 Morfologia de Phaseolus vulgaris L. (Moreno, 1996)
Composicién quimica
Una de las caracteristicas principales de las leguminosas es su alto contenido de proteinas (20-
30g por 100g) en relacién a otros los productos de origen vegetal (Serrano & Gofii, 2004). Dichas
proteinas por lo general son deficientes en aminoacidos azufrados, su contenido de hidratos de
carbono es variado, pero su almidon por lo general es resistente a la digestion por las enzimas de
los seres humanos por lo que su indice glicémico es bajo, y su contenido de lipidos es minimo
(Bourges, 2001).
Las principales diferencias entre las variedades son de tipo organolépticas (color, forma, textura,
brillo, etc.), y también existen diferencias en la composicién quimica. Por ejemplo, en el caso de
la proteina existen diferencias en la cantidad (Meiners et al, 1976). Este autor reporta que el frijol
Pinto contiene un 18.8% de proteina y el frijol Red Kidney, 21.5%; en el resto de los
macronutrimentos, el agua, las cenizas y todos los compuestos también se presentan variaciones.
En un estudio en México se encontrd que el frijol negro Jamapa se encuentra entre los de mayor
concentraciéon de proteina (Jacinto-Hernandez et al, 1996), con valores que van de 25.1 a 32.2%.
Estos rangos dependen de la zona geografica donde se cultive cada variedad, asi como las
condiciones de la misma, la época del afio, precipitacién, etc. Para el caso del frijol hay pocos
estudios relacionados con este tema. Por ejemplo, los estudios de Tandon et al. (1957), muestran
una variacién de 20.1 a 27.9% en la proteina total, Unicamente variando la localidad de la
plantacién. No se tienen datos precisos de qué factor influye mas en la generacién de las
variaciones.
Las variedades de frijol en México son muchas: en el banco de Germoplasma del INIFAP se

consideran doscientas variedades domesticadas de frijol comun. Entre los criterios de clasificacion



destaca el color, ya que pasa desde el negro, a distintas tonalidades de café, desde tonos
obscuros hasta claros, por medio de algunos rojizos y llegando hasta una coloracién blanca. La
diversidad en el color es debida a los pigmentos de la semilla, entre los que estan las
antocianinas, los flavonoides y los acidos fendlicos.

El presente trabajo se cefiira solo al frijol negro. Los datos sobre su composicién quimica difieren
de acuerdo al lugar de produccion. Por ejemplo, a continuacion se presentan los datos del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) y la composicion especifica del frijol
negro en México obtenida de las tablas de composicién de alimentos mexicanos (Bourges, 1999).

Tabla 2 Composicion quimica del Frijol Negro

USDA Bourges.
Agua (g) 10 10
Proteina (g) 17.9322 23.7
Grasa, total (g) 1.1856 1.47
Hidratos de Carbono (g) 51.7959 55.44
Azlcares, total () 1.7537
Fibra, total (g) 12.597 4.39

Como se observa, en dicha tabla hay diferencias significativas en la cantidad de proteina que
presenta el frijol, no asi en el caso de las grasas totales. Para el caso de la fibra es clara la
diferencia debido a que en las tablas de composicién de alimentos mexicanos se reporta el
contenido de fibra cruda, mientras que en los datos de la USDA esta el de fibra dietética total. Por
esto, y por la separacion de los azlcares del total de hidratos de carbono, pareciera que el dato
de las tablas de composicion de alimentos mexicanos presenta mas hidratos de carbono, y menos

fibra.

Composicién de proteinas
Las proteinas son un conjunto de aminoacidos, formando una cadena por medio de enlaces

peptidicos entre el grupo amino de un aminoéacido y el grupo carboxilo de otro, cadenas que dan
a la proteina lo que se le conoce como estructura primaria. La disposicién de la cadena en el
espacio, ya sea como espiral u hojas, le da la estructura secundaria. De acuerdo a cémo se
pliegue la estructura sobre ella misma debido a las interacciones provocadas por la estructura
secundaria, se obtendra una estructura espacial denominada estructura terciaria, regida por

enlaces tipo puentes disulfuro, puentes de hidrogeno, e interacciones hidrofébicas o hidrofilicas.



Algunos de los términos que permiten describir estas estructuras son globular o fibrilar. Por dltimo
la estructura que adopta la unién de varias subunidades en el espacio es la estructura cuaternaria,
dicha estructura es la que les permite realizar en algunas proteinas diferentes funciones
bioguimicas.

La concentracion de proteinas del frijol negro cocido se encuentra en un rango ubicado entre un
17 — 23% vy dentro de éstas se han observado que las mas abundantes son faseolina, globulina 'y
albumina. Otras proteinas que se encuentran en el frijol negro son los inhibidores de tripsina,
lectinas, fosforilasas B, aldosas, lisozimas, triosa fosfato-isomerasas y seroalbiminas bovinas
(BSA) (Mc Leester et al, 1973).

Se considera que los aminoacidos limitantes de la proteina de cualquier leguminosa y, por
consiguiente, del frijol negro, son los aminoacidos azufrados, es decir, Metionina (MET) y Cisteina
(CYS). Otros aminoacidos se encuentran por debajo del requerimiento, como se reporta en un
estudio en Guatemala (Blanco & Bressani, 1991), quienes al evaluar la biodisponibilidad de los
aminoacidos de la proteina del frijol negro comparados con el patron de aminoéacidos de la
FAO/OMS, encontraron que los aminoacidos limitantes resultaron ser el Triptéfano (TRP), la
Valina (VAL) y la Treonina (THR) en este orden, ya que no se cuantificaron los aminoacidos
azufrados por que se destruyeron en el proceso de hidrolisis utilizado en dicho experimento; se
encontrd también que los aminoacidos aromaticos y la Isoleucina rebasan los valores del patrén
de referencia, asi como también que la Valina resulté ser el aminoacido indispensable de menor
disponibilidad biolégica, lo que se puede deber al desequilibrio que se presenta, ya que existe un
exceso de Isoleucina y Leucina con respecto a la Valina.

Para las muestras a estudiar de frijol y de soya se observa la siguiente porcentaje de aminoéacidos,
por cien gramos de muestra, obtenida por los laboratorios Silliker, los cuales son similares a los

encontrados en la bibliografia.
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Figura 2 Aminogramas de concentrado de proteina de frijol y de soya
Factores nutricionales del Frijol

Las sustancias que se encuentran en el frijol son muy diversas, por lo que algunas pueden tener
un efecto fisiologico positivo o deseado y otras presentan un efecto no deseado o antifisiologico,
por lo que se deben eliminar para que el producto sea ingerido sin causar dafio.

Sustancias antifisiolégicas
El consumo el frijol, asi como el de las leguminosas en general, necesita pasar por un proceso
térmico que, normalmente, es un proceso de coccién, durante el que se eliminan ciertos factores
antifisiolégicos que son termolabiles.
Inhibidores de tripsina
Los inhibidores de tripsina son proteinas de bajo peso molecular que al asociarse con la tripsina y
la quimiotripsina inhiben su actividad proteolitica, lo que genera mdultiples afecciones como
inhibiciébn de crecimiento, reduccién de la digestibilidad de la proteina, incremento en los
requerimientos de los aminoacidos azufrados, entre otras. Pero aunque son estructuras estables a
pH entre 1 y 12, con tratamiento térmico mayor a 80C se logran eliminar (Badui, 1993). Para
asegurar su inactivaciéon es necesario aplicar un proceso térmico a 121<C, mayor a los 25 minutos
como reportan algunos autores (Chiun-Chuang & Chang, 1988, Jourdan et al, 2007). Cuando se

presentan valores mayores a 2000 unidades inhibidoras por gramo de muestra se ha observado
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gue los animales de laboratorio no presentan crecimiento adecuado, e incluso casos en donde no
existe crecimiento sino disminucién drastica y acelerada del peso, por lo cual son un parametro
importante a evaluar en cualquier dieta de animales de laboratorio.

Lectinas

Las lectinas son glicoproteinas que se enlazan de forma especifica a hidratos de carbono o a
ciertas proteinas glicociladas las cuales estan presentes en los eritrocitos como consecuencia de
su union los aglutinan (Hernandez et al, 1999). Estas sustancias promueven la formacion de
coagulos, por lo cual es deseable eliminarlos de la dieta, y esto se puede hacer por medio de un
proceso de coccion (Jacinto-Hernandez et al, 2002).

Otras lectinas presentes en el frijol son las inhibidoras de alfa amilasas, las cuales van a unirse a
las alfa amilasas, impidiendo que degraden el almidén en monémeros que entren rapidamente al
torrente sanguineo, y cuando estan presentes elevadas cantidades se genera molestia gastrica ya
gue no se hidroliza el almidén en el intestino y se fermenta de manera considerable en el recto, lo
gue genera un efecto excesivo de flatulencia o hasta diarrea. (Hernandez et al, 1999). Estas
lectinas se inactivan o pierden parte de su capacidad de inhibicion por medio del tratamiento
térmico.

Factores de flatulencia

Los oligosacaridos llamados rafinosa y estaquiosa generan flatulencias. Su consumo pasa casi
inadvertido por el estdbmago, hasta llegar al intestino, donde son fermentados por la flora, lo cual
es incomodo pero no genera un problema a la salud del individuo. Estos factores disminuyen en
forma considerable en los frijoles, principalmente gracias al tratamiento acuoso y la coccion
(Belmar & Nava, 2009), conocidos en México como el remojo que se les da previamente y el
proceso de coccion que llevan como alimento.

Taninos

Los Taninos son compuestos fendlicos de peso molecular variable que se encuentran
principalmente en las plantas, son compuestos capaces de asociarse y precipitar con las proteinas
mediante interacciones hidrofébicas y por puentes de hidréogeno; asi como reducir la
biodisponibilidad de vitaminas y minerales (Del Pino & Lalojo, 2003), En el caso de alimentacion
en animales se ha observado disminuciones en el crecimiento cuando el consumo es muy elevado

(Torres-Acosta et al, 1996). Para la eliminacién de estos compuestos no se aplican técnicas
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especiales, ya que la mayoria se encuentran en la vaina, la cual no se ocupa en consumo
humano.
Sustancias fisiologicas

En el frijol negro se encuentran algunos compuestos que generan una accion protectora para los
humanos, como se mencionan a continuacion.
Flavonoides
Los Flavonoides son productos naturales que presentan una estructura base C6-C3-C6, la cual se
presenta a continuacion.

Tabla 3 Estructura de los flavonoides

Descripcién Estructura base de los
Flavonoides
C6-C3-C6
El benzopirano que contiene la parte de C6-C3 y el O
caracteristico y la posterior unién del benceno C6, que o)

dependiendo de su lugar de union generara diferentes nombres.

Se encuentran como pigmentos principalmente en vegetales y protegen de los agentes oxidantes.
Debido a su estructura quimica, que presenta diversos grupos hidroxi-fenélicos y su capacidad de
guelacion de metales de transicion, se les considera como agentes antioxidantes; su capacidad
protectora ante radicales libres se debe a su estructura, protegiendo principalmente de los grupos
hidroxilo y superéxido. Los Flavonoides se clasifican por su estructura, dependiendo de la unién
del ciclo aromético al benzopirano en 3 grandes grupos: flavonoides, isoflavonas y neoflavonoides
(Grotewold, 2006). El frijol presenta principalmente los flavonoles Quercetina y Kaemferol (Diaz-
Batalla et el, 2006).

Fibra

La fibra dietaria es un conjunto de polisacaridos, que no se absorben en el tracto digestivo, y son
fermentados por el intestino. Se subdivide en soluble e insoluble, conocida también como fibra
cruda y algunos ejemplos de la fibra dietaria son la celulosa, lignina, las gomas y los mucilagos. Su
consumo presenta beneficios ya que mejora la calidad de las heces, controla la velocidad del
transito intestinal, produce acidos grasos de cadena corta y promueve el buen desarrollo de la

flora intestinal (Valencia & Roman, 2004).
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Solubilidad de las proteinas

Las proteinas se clasifican de diversas maneras de acuerdo a las caracteristicas a considerar.
Con respecto a su solubilidad la clasificacion mas aceptada hasta nuestros dias es la clasificacion
de Osborne, quien desde el siglo pasado las clasificd segun los solventes en los que observé la
solubilizacién, generando los siguientes grupos:

Albuminas: Proteinas solubles en agua y soluciones salinas diluidas exclusivamente.

Globulinas: Proteinas solubles en soluciones salinas exclusivamente.

Glutelinas: Proteinas solubles en acidos y bases exclusivamente.

Prolaminas: Proteinas solubles en soluciones con 70-80% de etanol exclusivamente.
Posteriormente se ha reconocido que esta clasificacion no actia de forma exclusiva, si no de
forma mayoritaria, ya que existe preferencia de las proteinas para su solubilizacion pero no se
limita por completo su solubilidad en otros solvente.

Una vez que se extraen las proteinas de la materia prima, dependiendo de la cantidad de proteina
que presente en porcentaje el producto, se puede considerar un aislado o concentrado proteico, se
estipula por lo general que un aislado proteico es un producto con una concentracion minima del
90% de proteina en base seca y un concentrado presenta concentraciones menores, por lo
general alrededor de 70% de proteina en base seca (Vega, 2004).

Papel de las proteinas dietarias

El ser humano consume proteinas en su dieta, conocidas como proteinas dietarias, las cuales
estan en los alimentos, se hidrolizan en el intestino por proteasas liberando aminoacidos y
péptidos que son absorbidos por los enterocitos. Los aminodacidos tienen diferentes destinos
metabdlicos, como ser oxidados para generar energia, para la formacién de nuevas proteinas o la
formacién de compuestos nitrogenados. En el momento en que los aminoacidos se encuentran en
bajas cantidades el cuerpo mismo sintetiza algunos de ellos ya que el cuerpo humano no es capaz
de sintetizar los 20 aminoacidos que ocupa en la formacién de proteinas. Por esta razon los
aminoécidos se dividen en dispensables e indispensables, los dispensables son Acido aspartico,
Acido glutamico, Alanina, Asparagina, Arginina, Cisteina, Glicina, Glutamina, Prolina, Serina y
Tirosina, y los indispensables o que el cuerpo humano no puede sintetizar por si mismo a partir de
otros compuestos son Fenilalanina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Treonina, Triptofano,

Valina e Histidina.
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A diferencia de los lipidos e hidratos de carbono, la estructura fundamental de los aminoacidos
presenta Nitrégeno, el cual debe ser eliminado durante su oxidacién como urea; otro de los
papeles de las proteinas es como fuente de Nitrdgeno paran la sintesis de compuestos
nitrogenados, como en la sintesis de bases pulricas y pirimidicas. El papel principal de los
aminodcidos en el ser humano es la sintesis de proteinas.

Las funciones de las proteinas que el mismo cuerpo genera son muy diversas, debido a que sus
estructuras son muy variables. En general se les conoce por su aporte como elementos
estructurales en los diferentes 6rganos del ser humano, pero una gran parte de las proteinas en el
cuerpo son enzimas, las cuales permiten o facilitan reacciones biolégicas como catalizadores.
Aparte de esta funcidn existen otras funciones importantes de la proteinas en el organismo como
son la contraccion muscular, el transporte de oxigeno u otros elementos, receptores de hormonas,
etc. Cabe mencionar que la funcién de la proteina no tiene que ser una, ya que la misma proteina
de membrana, que da estructura, puede ser una enzima. (Develin, 2004)

El estudio de las proteinas en el cuerpo humano ha permitido conocer que intervienen en
practicamente todos los procesos metabdlicos y, en afios mas recientes, se ha observado que
existen proteinas que generan o reciben sefales, transformando la informacion de las condiciones
del medio en sefiales que pueden activar o reprimir genes. Un ejemplo de estos estudios esta
relacionado con el receptor de insulina, que reconoce las concentraciones circulantes de insulina
en el medio, con lo cual genera una sefial, al interior de la célula para generar una respuesta

especifica. (Jimenez & Merchant, 2003).

Efectos del consumo de proteina de soya en la lipogénesis

El consumo de un alimento tiene diversos efectos segin su composicion en macronutrimentos. Al
ingerirse un alimento con una cantidad de hidratos de carbono, se eleva la glucosa en sangre, lo
que genera un aumento de insulina para permitir el paso de glucosa a la célula, pero cada fuente
de carbohidratos produce diferentes grados de elevacién de los niveles de insulina, lo cual se

representa en la figura 3.
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Figura 3 Efecto del consumo de hidratos de carbono en humanos 'y modelos animales
No se conoce exactamente qué es lo que pasa con el consumo de las proteinas. Hasta el
momento se propone que el consumo de proteinas, dependiendo de los aminoacidos que la
conforman, que se genera un cambio en la secrecion de insulina y glucagon, modificando la
relacién insulina/glucagon, lo que influye en la regulacién de la expresion de ciertos factores de

transcripcion, esenciales para el control del metabolismo de lipidos e hidratos de carbono.
t Glucosa
en sangre
Ingestla de ‘ Insulina en
proteina de

. . sangre s .
origen animal t Relacion _t Expresion de factores de
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Figura 4 Posible efecto del consumo de proteina de diferente fuente sobre la relacién
Insulina/glucagon

La proteina de leguminosas mas estudiada es la proteina de soya. En términos metabdlicos, una
de las lineas de investigacion ha sido su efecto sobre la lipogénesis, principalmente sobre el factor
de transcripcién SREBP-1. Este forma parte de un familia de 3 factores de transcripcion que tienen
su efecto en la regulacion de componentes lipidicos del organismo, ya que controlan la expresiéon
de enzimas necesarias para generar la sintesis de los acidos grasos, los fosfolipidos, los
triglicéridos y el colesterol. Uno de los miembros de la familia es SREBP-2 que regula
principalmente la expresién de genes de la sintesis de colesterol; otro miembro de la familia es
SREBP-1a que controla tanto a genes de la sintesis de acidos grasos, como de colesterol, pero

gue por lo general su expresion es muy reducida. El tercer miembro de esta familia es SREBP-1c,
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conocido comunmente como SREBP-1 que presenta un efecto sobre genes de la sintesis de
acidos grasos. La insulina regula los niveles de SREBP-1c a dos niveles, primeramente a nivel
transcripcional la insulina estimula la transcripcion del gen SREBP-1c a través de una via de
sefializacion que involucra a la Proteina Cinasa C (PKC) y al factor de transcripcién LXR. Se ha
demostrado que existen elementos de respuesta en el gen de SREBP-1c para LXR. Por otro lado
se ha demostrado que el glucagon reprime la expresiéon del gen de SREBP-1c . El segundo nivel
es a nivel de procesamiento de la proteina SREBP-1c. SREBP-1c se encuentra anclada en la
membrana del reticulo endoplasmico (RE), para su procesamiento se requiere que la insulina al
interactuar con su receptor active su via de sefializacién fosforilando a la proteina INSIG2a. El
papel de esta proteina es la de mantener a SREBP-1 en el RE. Cuando INSIG2a se forforila, la
proteina SCAP (por sus siglas en ingles SREBP cleavage activating protein, es decir proteina
anclada de activacién de SREBP) interactia con SREBP-1 y la escolta para que viaje al aparato
de golgi en donde es activada proteoliticamente por medio de las proteasas S1P y S2P. Como
consecuencia, se libera a el citoplasma el fragmento amino terminal de la SREBP-1, el cual se
transloca a el interior del nicleo funcionando como factor de transcripcion. SREBP-1c se une a las
regiones promotoras de genes que contengan los elementos de respuesta para este factor de
transcripcion. Dentro de estos genes se encuentran los genes lipogénicos ACC (Acetil Co-
Carboxilasa), FAS, Citrato Oleasa, entre otros. Ademas, estimula la expresion de algunos genes
de la glucolisis, como la Glucocinasa y la Piruvatocinasa. Esto se esquematiza en la figura 5

(Shimano, 2001)
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Figura 5 Esquema de accion de SREBP-1

Esquema de la accion de la insulina sobre el receptor de la misma induciendo la sefializacion via PKC para la
transcripcion del RNAm de SREBP-1 y la capacidad del glucagon de reprimirla. Asi como la sefializacion de la insulina
por otra via a través de su receptor para que la proteina SREBP-1 madura viaje hasta el nlcleo en donde generara la
transcripcion de otras proteinas como es el caso de FAS

Al conocer la regulacién de SREBP-1 se realiz6 un estudio con proteina de soya (Asencio et al,
2004) donde se observa claramente que la insulina sérica disminuye en comparaciéon de los
animales alimentados con caseina (proteina control de las dietas en ratas), asi como una clara
diferencia en la expresion del mMRNA de SREBP-1, lo cual se observa en la Figura 6 tomada de

dicho articulo.
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Figura 6 Efecto de la proteina de soya en Insulina y SREBP-1 mRNA

Los datos anteriores sugieren que la proteina de soya disminuye los niveles de insulina en sangre,
asi como la expresion génica de SREBP-1. Se ha propuesto que la menor relacién
Insulina/glucagon en sangre para el consumo de proteina de soya tiene relacion con la

disminucién de la expresion de SREBP-1 (Asencio et al, 2004)

Velasques & Bahathena (2007) reconocen que el efecto del consumo de proteina de soya no solo
se debe a su perfil de aminoacidos, sino de la accion conjunta con sus componentes como son
saponinas, fosfolipidos e isoflavonas. Por su parte Noriega- Lopez et al (2007) observan

directamente en estimulos en pancreas como la respuesta es una accién conjunta tanto del perfil
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de aminoacidos como las isoflavonas presentes. Otro estudio que soporta estos resultados es el
de Takahashi, et al (2009) donde se observa que la expresién de SREBP-1 en higado de rata se
ve disminuida por el efecto de las isoflavonas presentes en los aislados de proteina de soya que
son la Genisteina y Diadzeina. Al hablar de flavonoides, Peluso (2006) observa que diferentes
tipos de flavonoides in vitro presentan un claro efecto dislipidémico, pero que en la mayoria de los
casos no se ha observado el efecto in vivo.

Algunos ejemplos que encontramos de efecto dislipidémico por flavonoides son:

« la Garcinia cambogia o tamarindo malabar de la India (Koshy et al, 2001) cuyos flavonides
disminuyeron los niveles de acidos grasos libres, colesterol y triglicéridos en animales.

« Los flavonoides, especificamente las proantocianidinas de la semilla de la uva (Baiges et
al, 2010). generan una disminucion en la lipogénesis a través de diversos factores de
transcripcion.

» El consumo de la narangina (Mulvihill et al, 2009), provoca una disminucion de LDL y de
los niveles de insulina en ratones.

e Las Catequinas del Té Verde (Velayutham et al, 2008) no solo generan un efecto de
dislipidémico, sino que también disminuye la absorcién intestinal de éstos.

« El Kaempferol del Ginkgo Biloba (Zhang et al, 2008) promueve la apoptosis de las
células cancerigenas en el pancreas, lo cual se ha relacionado con la disminucion de la

sintasa de los acidos grasos.

Estudios sobre los efectos del consumo de frijol

La calidad de la proteina de frijol ha sido cuestionda ya que tiene como amino acidos limitantes a
amino acidos azufrados. Sin embargo, Morales-de Le6n et al (2007) observaron claramente como
después del tratamiento térmico el aumento de peso de las ratas alimentadas con proteina de frijol

era adecuado, indicando que su calidad es aceptable (Figura 7).
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Thompson et al (2008) realiz6 un estudio donde alimenté a los animales con frijol entero cocido y
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Figure 3=Changes im body weight of animals fed a diet
containing 20% of isolated protein of fresh black bean
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for a period of 17 d. N = 10 in each group.

Figura 7 Ganancia de peso de animales alimentados con proteina de frijol

seco, ajustando los demas componentes de la dieta para que fuera isocalérica. Al evaluar el efecto

en glucosa e insulina, se observa claramente una disminucién en los mismos conforme se

incrementa la cantidad de frijol en la dieta, como se presenta en la Figura 8 extraida de dicho

articulo.

TABLE 3 Effect of dry bean diets on rat plasma analytes '

Dietary
beans, % Glucose Insuilin IGF-1 CRP IL-&*

mrmol/L nimaliL mmal/L mimal L ng'l
0Bean 6965 030° 047 60027 0215 0017 1336 0.04° 4885 1.2
75 Bean 62350187 0,38 6 0.02° 0195 0017 136 S 0.04° 45655 24°
15 Bean 5335 014% 0,35 6 0.02° 017 8 0017 1255 005" 4536 212
30 Bean 547 & 022% 0,35 6 0.02° 017 8 0017 118 S 0.04" 426 5 19°
60 Bean 49850145 0.3 6 0.01° 016 S 0.01° 1.20 & 004" 42365 160

Pinear .00 . 000 L 0,007 0.005 01
trend
" 'Walues are rosans G SEM, no 10, Means inoa wolurnn withoul g comrmon it

differ, P, (005,
? Expressed as ng/L due to variable molecular weight (21.5-28 kDal.

Figura 8 Disminucion de Glucosa e Insulina por consumo de Frijol
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Justificacion
El frijol negro es un alimento tradicional de la dieta mexicana, que en los Ultimos afios ha

presentado una disminucién en su consumo, aunque culturalmente es bien aceptado y reconocido.
La elaboraciéon de concentrados o aislados proteinicos contribuiria a diversificar su uso y ampliar el
mercado, por lo que el disefio de un proceso de elaboracién de los mismos y su caracterizacion
en términos funcionales para determinar sus posibles usos en la industria alimentaria son de
interés Las principales caracteristicas fisicoquimicas a estudiar son la composicion en
macronutrimentos del producto, la solubilidad, absorcion de agua, absorcién de aceite.

Es necesario profundizar en el conocimiento del efecto del mismo sobre la lipogénesis, ya que
tanto por su similitud en la composicion de aminoacidos con el frijol de soya, y con base en
estudios previos se puede suponer que presente un potencial dislipidémico.

El estudiar y analizar diversos efectos del concentrado de proteina del frijol sobre el metabolismo
permitird conocer mejor sus propiedades. Por lo tanto, se llevaran a cabo pruebas con ratas para
observar su efecto metabdlico, utilizando el concentrado de proteina de frijol negro cocido como
Unica fuente de proteina. Se utilizardn caseina y proteina de soya como referencias, ambos
estudiados ampliamente como controles de este tipo de estudios. Se propone estudiar su efecto
sobre insulina y glucagon en suero. Por medio de técnicas moleculares se evaluara el efecto sobre
la expresion génica de SREBP-1 y FAS que es una de las proteinas cuya transcripcion estimula

SREBP-1.

Objetivos
Objetivo general

Obtener un concentrado de proteina de frijol negro para conocer sus caracteristicas
fisicogquimicas, su efecto en el crecimiento en ratas, asi como en los parametros bioquimicos
hormonales relacionados con lipogénesis.

Objetivos especificos

Obtener un concentrado de proteina del frijol negro cocido.

Realizar la caracterizacién fisicoquimica del concentrado de proteina de frijol en su composicién y
en sus propiedades de solubilidad, absorciéon de agua, absorciéon en aceite y cuantificacion de

flavonoides.
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Describir el efecto en el crecimiento en ratas alimentadas con una dieta balanceada en la cual su
proteina sea el concentrado de proteina de frijol negro.

Describir el efecto en las concentraciones de glucosa, insulina y glucagon en ratas alimentadas
con una fuente balanceada en la cual su proteina sea el concentrado de proteina de frijol negro.
Describir el efecto en las concentraciones de colesterol y triglicéridos en sangre en ratas
alimentadas con una fuente balanceada en la cual su proteina sea el concentrado de proteina de
frijol negro.

Describir el efecto en la expresién génica del SREBP-1 y una de las proteinas estimuladas por el
mismo (FAS) en ratas alimentadas con una fuente balanceada en la cual su proteina sea el

aislado de la proteina de frijol negro.

Metodologia
Diagrama general de bloques

Obtencién del concentrado de
proteina de frijol negro cocido

v v

Caracterizacion fisicoquimica Evaluacion en modelo animal
v v !
Efecto en el Efecto del consumo de Efecto del consumo de
crecimiento proteina de frijiol en las la proteina de frijol en
concentraciones de la expresion génica de
glucosa, colesteroal, SREBP-1y FAS en
triglicéridos, insulina y higado
glucagon

Obtencion del concentrado de proteina de frijol negro cocido.

1. Se utiliz6 la variedad de Frijol Negro 8025, adquirida del INIFAP (Celaya, Gto).

2. Este se limpioé por medio de la eliminacién de particulas, pasandolos en contraflujo a una
corriente de aire generada por una Aspiradora Rainbow con 1.5 caballos de fuerza, en la
modalidad de expulsion de aire y colectando asi los granos sin las impurezas que se
encontraban en el costal, como polvo, ramas y hojas.

3. Posteriormente se moli6 dos veces en un molino de cuchillas (Fitz Patrick Company)

ubicado en el establecimiento “El Faro Molino para maquila: granos especies, venta de
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abarrotes y café” (Casco de Santo Tomas, Tacuba, D.F.). La harina obtenida fue la
utilizada durante las diferentes etapas de este trabajo.

4. Composicién. Se realiz6 en colaboracién con Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ)

5. Caracterizacion fisica. Se determiné la cantidad que se retiene en tamiz malla 30 de una
muestra, y a las particulas de mayor tamafio, que se quedaron sobre la malla del tamiz, se
les midi6 el ancho y el largo, haciendo un promedio.

6. Solubilizacién de proteinas y elaboracién de concentrado. Se realizaron diversas pruebas
gue se describen en el anexo 2. El proceso seleccionado se basé en Gomez-Brenes et al
(1983), quien realiz6 una extraccion consecutiva con NaCl, NaOH, H,O y etanol al 70%,
con tres extracciones de cada uno de los solventes. Se colocaron las mezclas segun lo
propuesto por dicho autor, donde el minimo es una relacién 1:5 (p/v) de harina de frijol y
la solucidon correspondiente, con agitacion durante 40 minutos. Posteriormente se
centrifugé a 8500 RPM y se recolecté el sobrenadante. Al precipitado se le realiz6 el
lavado consecutivo, hasta hacer los 12 lavados. Para determinar las concentraciones de
proteina de los sobrenadantes se precipité con TCA al 100% (Novagen), se colocé una
muestra de 900 pl con 100 pl de TCA al 100%, se dejo reposar y se centrifugd. El
precipitado se lavé con acetona para eliminar las impurezas que pudiera acarrear y se
resuspendié en una solucion de NaOH 0.1 N.

7. Se utilizaron 800 pl de esta Ultima solucién y se afiadieron 200 ul del reactivo de Bradford,
se mezclaron en vértex y se dejé reposar 5 minutos. Transcurrido este tiempo se ley6 la

absorbancia a 595 nm, en el espectofotémetro Lambda3A marca Perkin-Elmer.

Caracterizacion del aislado proteinico

8. Se cuantifico proteina por método de Kjeldhal (AOAC 976.05). Ocupando el valor de 6.25
para el factor de conversién.

9. Se obtuvo perfil de proteinas por electroforesis SDS PAGE, (Laemmli 1970), en el sistema
Bio-Rad (Mini-Protean 1I®). El gel separador fue de 0.1 mm y se prepar6 con una
concentraciéon de 10% de acrilamida para lo cual se mezclaron agua destilada, 1665 ul de

Acrilamida, 1250 ul de Buffer separador, 50 yl de SDS y 25 ul de APS y se le agregaron
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2.5 ml de TEMED para inicializar la polimerizacién. Se vertiéo en el molde (formado por
vidrios) y se dejé polimerizar por 35 minutos, después se colocé el peine para muestras en
la parte superior del molde y se mezclé el gel concentrador en un vaso de precipitados.
Este Ultimo se preparé con 1530 ul de agua destilada, 320 ul de acrilamida, 625 ul de
Buffer concentrador, 25 pl de SDS y 12.5 pl de APS. Una vez terminada la mezcla y listo el
molde con el peine se le agregaron 2.5 yl de TEMED y se mezcld para vertir su contenido
sobre el otro gel en el molde y nivelando el peine, se dejé polimerizar y después de esto
se le retir6 el peine. Se colocaron muestras con 0.005 mg de proteina solubilizada en cada
uno de los pozos y el marcador de peso molecular. Se introdujo en la camara, la cual se
llené con el amortiguador y se corrieron a 80 mV por 10 minutos y después a 120 mV en
refrigeracion hasta que el azul de bromofenol llegé al borde inferior. El gel se extrajo y se
mantuvo en agitacion leve con azul de Coomassie por 12 horas, tapado, para que se
tifiera y luego se elimind el exceso de color, por medio de 3 lavados solucién destefiidora

1.

Obtencion del concentrado proteinico a nivel piloto

10. Una vez delimitadas las condiciones en el laboratorio se procedié a realizar el proceso en
la planta piloto del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM. Se hicieron lotes de 12 kg
de harina de frijol negro 8025 en un contenedor, se aford a 65 litros el recipiente para
mezclar, con agua, se le adicionaron 360 g de NaCl y se mezclé con un agitador de
propela Mixing Equipment Co. Inc; (Avon, N.Y) modelo 14414 a 1725 rpm durante 40
minutos. Al terminar se realizd una primera separacion de la mezcla con un tamiz maya 30
y posteriormente la centrifugacién se realizé en una centrifuga Sharpless Type AS-16 a
una velocidad de 15000 rpm, de alimentacion continua hasta separar la pasta del
sobrenadante. Para la alimentacién se usé una bomba peristaltica Cole-Parmer, El
sobrenadante se colectd para su utilizacion posterior y el precipitado se colocé en el
recipiente para mezclar, el cual se aforé a 65 litros con agua y se le ajusté el pH a 8 con
90 ml de una solucion NaOH 20%, se mantuvo en agitacién durante 40 minutos,
posteriormente se separé y se centrifugd en las mismas condiciones. El sobrenadante se

colectd para su posterior utilizacion y la pasta se reutilizod para el tercer lavado, de nueva
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cuenta en el recipiente para mezclar, aforando a 65 litros con agua y mezclando durante
40 minutos. Al terminar se realizé la separaciéon vy centrifugacion, y la pasta resultante se
deseché. Los 3 sobrenadantes colectados se juntaron y se colocaron en un reactor con
instrumentacién y control de pH y temperatura en linea, marca Baldor, con agitacién de
1758 rpm. Se elevé la temperatura a 90 € y una vez alcanzada dicha temperatura se le
adicion6 300 ml de acido muriatico, una forma comercial del acido clorhidrico, para ajustar
la mezcla a un pH de 4, se dejd enfriar para que pudiera ser manejable la muestra y se
centrifug6 en las mismas condiciones; el sobrenadante fue desechado y la pasta se llevé a
proceso térmico en la autoclave IMMSA, durante 30 minutos en condicione de
esterilizacion, a una temperatura de 121°C con una presién entre 18 y 22 Psi.

11. Una vez obtenido el producto se secdé en un secador de charolas marca APEX
Construction LTD. Tipo SSE70 a 60<C, hasta que el p roducto estuviera seco, evaluado por
el cambio de color morado a café y por la textura de pasta que se convirtié en un producto
quebradizo. Posteriormente se molié en la licuadora MX1000XT Waring Comercial, hasta
que pasara por malla 30 (0.6 milimetros) todo el producto.

12. Finalmente, se humecté el producto en una relacién 1:2 producto:agua y se le realizé otro
proceso térmico en autoclave por 30 minutos, al término de éste, se sec6 y molio en las

mismas condiciones.

Caracterizacion fisicoquimica

Diagrama de bloques de la caracterizacién fisicoquimica

Caracterizacion fisicoquimica

\ 4 l l A4 A4

Analisis Andlisis de Solubilidad Absorcion de Cuantificacion
proximal inhibidores de agua y aceite de Flavonoides
tripsina l
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Analisis proximal. Se llevd a cabo en el Laboratorio certificado de la Facultad de Medicina,
Veterinaria y Zootecnia, Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica, en el que se
siguieron los métodos AOAC mencionados a continuacion:

Humedad: método 934.01. Se colocaron las muestras hiimedas, previamente pesadas en
una estufa a 60 T hasta llegar a peso constante

Proteina, método 976.05 para proteina antes explicado

Extracto etéreo, método 920.39 (Soxhlet), se extrajo la grasa con éter etilico como
solvente

Cenizas, método 942.05 para cenizas, en el cual se coloco la muestra en una mufla hasta
calcinar la muestra y obtuvo por diferencia de peso la cantidad de cenizas de la muestra
Fibra cruda, método 962.09, se le dio un tratamiento para simular la digestion y luego los
compuestos no degradados se consideraron la fibra y la materia libre de nitr6geno se
obtuvo por diferencia.

Factores antinutricionales: (en colaboracién con el departamento de Tecnologia de
Alimentos del Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubiran). Se evaluaron Inhibidores
de Tripsina segun el método del AACC ( 2001). Se determiné el efecto del concentrado
proteinico sobre la actividad de la enzima tripsina espectrofotométricamente (410 nm) y se
compar6 contra un blanco (sin el concentrado) y una soluciéon con el concentrado. Se
determiné la diferencia entre estas dos condiciones y el resultado se expresé como UIT/g

de muestra, que significa Unidad de inhibidor de tripsinas por gramo de muestra.

Determinacién de las propiedades funcionales del concentrado proteico

3.

4.

Solubilidad: se realiz6 la curva de solubilidad de las proteinas del producto segin
Popineau et al (1988), en donde se colocé 1 gramo de proteina a valores de pH de 2 a 12,
los cuales se mantuvieron en agitacidon por 2 horas y se ajustaron dichos valores de pH
cada 30 minutos. Al terminar este paso, se centrifugaron las muestras y se midi6 la
proteina soluble en el sobrenadante, para dicha medicién primero se precipitd la proteina
por TCA para evitar interferencias y posteriormente se midié por Bradford (1976).

Absorcion de agua y la absorcion de aceite: se llevaron a cabo por la técnica de Quinn &

Paton (1979). Se colocaron 3 tubos conicos graduados de 15 ml, se les afiadio 1 ml de
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agua destilada o aceite, segun fue el caso, después para el agua se necesitaron agregar

0.5 ml para hacer una pasta en el tubo 1, 1 ml en el tubo 2 y 1.5 ml en el tubo 3; y para el

caso del aceite no fue necesario aumentar agua para hacer pasta en el tubo uno, asi que

al tubo dos se le aumentaron 0.5 ml y al tubo tres 1 ml del liquido a evaluar, después se

centrifugaron a 2000 x g por 10 minutos.

5. Cuantificacion de flavonoides: se realizé a partir de una extraccion inicial en metanol y en

acetona, se filtraron los residuos, y el producto no soluble en etanol se disolvié en agua,

para extraer los polifenoles. Los flavonoides totales se determinaron por el método de

Saura (1998), donde la absorbancia a 415 nm permite obtener la cantidad al compararla

con el blanco que contenia acido acético y como referencia la rutina.

Evaluacion del efecto de la proteina de frijol en un modelo animal

Diagrama de bloques

Evaluacién en un modelo animal

v

A

y

Efecto en el
crecimiento

Efecto del consumo de
proteina de frijol en las
concentraciones de
glucosa, colesterol,
triglicéridos, insulina 'y
glucagon

Efecto del consumo de
proteina de frijol en la
expresion génica de
SREBP-1y FAS en
higado

Los animales fueron ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 200 a 240 g.

Se utilizaron 3 grupos de ratas que se alimentaron con el correspondiente tipo de proteina 1)

caseina, 2) proteina de soya, 3) proteina de frijol. Se utilizaran 25 animales en cada grupo y se

sacrificaron 5 en cada tiempo. 0, 30, 60, 90 y 120 min después del consumo de alimento. En total

se utilizaron 75 ratas.

Efecto de la ingesta de proteina de frijol en el crecimiento

1. Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con un ciclo luz/oscuridad de 12

horas con un horario restringido de 6 horas para la sincronizacion del consumo de

alimento y disminuir en lo mas posible las variaciones en las concentraciones de insulina y

glucagon, en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
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Zubiran. El estudio tuvo una duracién de 21 dias por grupo, durante los cuales se registro
diariamente el consumo de alimento y cada dos dias, la ganancia de peso.

Se administré una dieta purificada en polvo a los animales de cada grupo. Las dietas
experimentales tuvieron el mismo contenido energético y solo se ajusté la proteina
conforme a la pureza del producto a utilizar. Las dietas se administraron ad libitum los tres
primeros dias en comederos de acero. A partir del dia 4 y hasta el término del estudio se
alimentaron en un horario restringido de 8:00hrs a 14:30 hrs., introduciendo la comida a
las 8:00hrs y retirandola de la jaula a las 14:30 hrs. Los animales tuvieron agua potable,
en bebederos de 500mL las 24 horas, todos los dias. Para la eutanasia el dia 22 del
estudio, por grupo de 5 ratas, se trasladaron al Departamento de Fisiologia de la Nutricion
para la obtencidn de muestras y tejidos. La eutanasia se realizé colocando los animales en
una camara saturada con CO..

Para la obtencién de muestras las ratas se desangraron por decapitacion previa eutanasia
por saturacibn con CO,. Se colectd la sangre en tubos para la determinacién de
parametros bioquimicos (glucosa, insulina y glucagon). A los animales se les realizé
necropsia para obtener el higado para la extraccion de RNA total. Todos los tejidos se
colocaron en tubos de microcentrifuga Eppendorf, se congelaron inmediatamente en

nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80<.

Efecto de la ingesta de la proteina de frijol sobre las concentraciones de glucosa,

colesterol, triglicéridos, insulina y glucagon

1.

La glucosa en suero se midid con el Glucose Analyzer Il (Beckman). Por medio del
método de la glucosa oxidasa. Se introdujeron muestra de 10 ul de suero, descongeladas
y se le permitié al aparato delimitar la concentracion de glucosa, por medio de conocer el
consumo de oxigeno mientras se utilizé glucosaoxidasa.

La medicion de las concentraciones de colesterol y triglicéridos se realizé por el método
enzimatico colorimétrico, descongelando las muestras en hielo, ya que se descongelaron
las muestras se tomaron alicuotas de 10 pl de cada muestra y el blanco con agua
destilada, se mezclaron con 1000 ul del reactivo del kit correspondiente y se incuban por

20 minutos a temperatura ambiente y se leyé la absorbancia a 546 nm. Esto se hizo con
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Kits para cuantificacion de triglicéridos y colesterol de la marca Diagnostic Systems
Internacional.

3. Las concentraciones de insulina y glucagon en suero se determinaron por el método de
Radioinmunoensayo con el antigeno especifico marcado radioactivamente del RIA kit de
insulina y glucagon para rata, marca Millipore. Se descongelaron las muestras en hielo y
una vez descongeladas se tomaron alicuotas de 100 pl, las cuales se mezclaron con 100
pl de insulina marcada, después se le agregaron 100 pl del anticuerpo de insulina, se
mezclaron, se cubrieron y se dejaron a 4 C por 24 horas, se les adicioné el precipitante
del kit, se mezclaron y se incubaron por 20 minutos a 4T y se centrifugaron las muestras
por 20 minutos a 2500 x g, al terminar se decantaron las muestras y se midieron en un

contador gama.

Efecto de la ingesta de la proteina de frijol sobre la expresion génica de SREBP-1y FAS en
higado

1. La extraccion del RNA total de los tejidos se llevo a cabo por el método de Chomczynski &
Sacchi (1987). Posteriormente 5 pg de RNA se sometieron a electroforesis en un gel de
formaldehido 37% agarosa al 1% para comprobar su integridad. El RNA se cuantifico
espectofotométricamente a 250 nm.

2. EIRNA se sometié a un analisis de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real de
dos pasos. El primer paso consistié en la obtencion de DNA complementario mediante su
retrotranscripcion usando el kit de marca Invitrogen. Para esto en un volumen final de 22
pl se prepar6 una mezcla de reacciéon que contenia 300 ng de RNA, lo cual fueron 2 pul de
la muestra, se le afiadi6 4 pl de Buffer para la transcriptasa reversa (50 mM de Tris HCI pH
8.3, 75 mM de KCl y 3 mM de MgClI2), 0.4 mM del reactivo dNTPs, 2 ul oligonucleétido dT
en una concentracién 1:5 en agua sigma, 0.5 uL de inhibidor de RNAasa y 0.5 uL de la
transcriptasa reversa M-MULV, ajustando con 7 pl de agua sigma para el volumen final. La
retrotranscripcion se llevé a cabo por 1 hora a 42°C y la inactivacion de la enzima se
realizé por 5 minutos a 94°C. En el segundo paso se llevé a cabo la amplificacién de los
genes antes mencionados en una mezcla de reacciéon que contenia 300 ng de cDNA del

producto de retrotranscripcién, 6 uL de la mezcla maestra, 0.4 puL del oligonucleétido
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respectivo y lo restante de agua ultra filtrada marca Sigma para un volumen final de 11 pL.
La mezcla se coloc6 en una placa termocicladora del sistema de deteccion mencionado.
La deteccidn se realiz6 utilizando sondas Tagman para SREBP-1, FAS y para Ciclofilina

como control endégeno para normalizar los valores de expresion. Sus especificaciones se

encuentran en el Anexo 4

Los resultados se expresaron como el promedio de cada grupo + error estandar de la media

(SEM). La diferencia entre los valores de ganancia de peso, consumo de alimento, asi como los

valores obtenidos de los parametros bioquimicos y hormonales ser evaluaron por un analisis de

varianza (ANOVA) para tratamientos maultiples, con un nivel de significancia de p<0.05.

Resultados
Obtencion del concentrado de proteina de frijol negro cocido

La harina de frijol negro 8025 presentd una composicién de 17.84% de proteina, 1.69% de
lipidos, 3.76% de fibra cruda y 64.84% de extracto libre de nitrégeno, es decir hidratos de
carbono. Estos resultados se asemejan a los encontrados en la bibliografia por la USDA
antes mencionados.

La primera etapa en la obtencion del concentrado de proteina consistié en la obtencién de
una harina, que fue caracterizada en términos de tamafio de particula tras someterse a
tamizado en mallas de diferente diametro. La harina utilizada presenté el 78.77% de
retencion en malla 30 y el 21.23% mayor a malla 30.

Las muestras mayores a malla 30 tuvieron un tamafio promedio de 15.29 + 0.99 mm de

ancho y 19.7 + 1.45 mm de largo. Algunas de las muestras se presentan en la Figura 9

Figura 9 Particulas de la harina de frijol presentes de tamafio mayor a malla 30, después de

la molienda.
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3. El siguiente paso consistio en la extraccion de proteinas empleando diferentes solventes.
Se emplearon solubilizaciones consecutivas con| NaCl, NaOH, H,O y etanol al 70%, con
tres extracciones de cada uno de los solventes, y se obtuvo una preparacién con

contenido variable de proteina, tal y como se ilustra en la tabla 3.

Tabla 4 Concentracién de proteina en los sobrenadantes con tres lavados sucesivo

Lavado | Solucién Porcentaje de proteina del total de masa | Error estandar

1 NaCl 0.6% 17.68 0.82167
2 NaCl 0.6% 1.34 0.02600
3 NaCl 0.6% 0.25 0.00656
1 NaOH 0.01M 10.82 1.07640
2 NaOH 0.01M 0.49 0.02377
3 NaOH 0.01M 0.10 0.01369
1 H,O 0.09 0.00074
2 H,O 0.04 0.00009
3 H,O 0.02 0.00051
1 Etanol al 70% 0.04 0.00019
2 Etanol al 70% 0.006 0.000004
3 Etanol al 70% 0.006 0.00027

Segun los resultados de la tabla anterior, se decidié no utilizar el etanol al 70% ya que solo se
obtuvo el 0.04% de proteina en el mejor de los casos, por lo cual se elimind este solvente del
proceso, se decidié conservar la fraccibn en agua, por la posible diversidad que apareciera en

ésta.

Los resultados mostrados indican que el uso de NaCl 0.6% permite recuperar la mayor
concentracién de proteina en el primer lavado. Por lo tanto, se hicieron pruebas con diferentes
concentraciones de esta sal para seleccionar la concentracion idonea, y los resultados se
presentan en la tabla 4. Al utilizar el método de Bradford (1976), el cual es muy sensible, se
sobreestim6 la cantidad de proteina, ya que fue necesario en algunos casos diluir hasta 1:10,00
para poder obtener los resultados. Pero las tendencias son claras para reconocer que en cada

pasos se logran obtener mayores cantidades de proteina.
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Tabla 5 Concentracién de proteina en los sobrenadantes a diferentes concentraciones de NaCl

Solucién Porcentaje de proteina obtenida | Error estandar
NaCl 0.44% 65.17% 0.194
NaCl 0.5% 95.51% 0.067
NaCl 0.6% 100% 0.232
NaCl 0.7% 93.26% 0.221
NaCl 0.8% 96.63% 0.084

Con esto se confirmé que la concentracion NaCl 0.6% es la idonea para el proceso.

Para decidir si se colocaba la solucién de NaOH 0.01 M 6 si se agregaba NaOH 1N para alcanzar
un pH de 8, procedimiento que segin estudios previos (Dergal, 2010), genera la mayor solubilidad
de proteinas (Globulinas), se realizd6 la experimentacion con ambos procedimientos y los

resultados se observan en la tabla 5.

Tabla 6 Concentracion de proteina en los sobrenadantes con diferentes procedimientos de adicién

de NaOH
Solucién Porcentaje de proteina del total de masa | Error estandar
NaOH 0.01M 7.79 0.022
NaOH 1N pH8 8.27 0.218

Con estos resultados se decidié utilizar el NaOH 1N para ajustar el pH8, aunque los valores sean
muy cercanos.
Se realiz6 una prueba en el laboratorio con dichas condiciones y se evaluaron los sobrenadantes

de la misma manera, dando los resultados que se observan en la tabla 6.

33



Tabla 7 Concentracién de proteina en los sobrenadantes con un solo lavado

Solucién Porcentaje de proteina del total de masa | Error estandar
NaCl 0.6% 17.4 0.229
pH 8 con NaOH 1N 8.27 0.218
H,O 0.37 0.004

Caracterizacion del aislado
4. Una vez delimitadas las condiciones para el proceso de extraccion, se llevé a cabo todo el
proceso de extraccion en el laboratorio. Posteriormente se recupero la proteina de los
sobrenadantes realizando una precipitacion con HCI 1N hasta llegar a un pH 4 (punto
isoeléctrico de la mayoria de las proteinas de nuestra materia prima). La pasta producida
por la precipitacién se sometié a un proceso de autoclave, para eliminar los factores
antifisiolégicos presentes en la harina de frijol que no permiten un buen crecimiento en
animales, tomando las condiciones de 30 minutos a 121°C propuestas por Chiun-Chuang
& Chang (1988) y Jourdan et al (2007). Este producto se sometié a un proceso de secado
a 60 °C para evitar que las temperaturas altas generasen reacciones en el mismo, asi
como para poder obtener un material mas facil de almacenar, manejar y con mayor vida
de anaquel. A continuacién se presenta una tabla y posteriormente el diagrama del

proceso completo.

Tabla 8 Proceso de extraccion en el laboratorio

Paso Materia Porcentaje de proteina Porcentaje de masa

del total de masa seca

Mezclado Harina 17.84% 100%
Centrifugacion (1) | Sobrenadante 11.40% 26.52%
Centrifugacioén (2) | Sobrenadante 5.62% 13.04%
Centrifugacion (3) | Sobrenadante 1.22% 3.92%
Pasta 1.33% 51.26%

Balance -1.73% 5.26%

34



Se relinen todos los sobrenadantes y con ellos se trabaja

Materia prima que entra al proceso 17.84% 43.48%
Centrifugacioén (4) | Sobrenandante 2.80% 17.21%
Secado Pasta final 14.01% 20.03%
Balance 1.03% 6.24%

Se realizaron las evaluaciones de proteina por el método Kjeldhal, en cada uno de los
pasos del proceso. Se secaron muestras de cada uno de los pasos para obtener la
cantidad de materia. Se presenta el porcentaje obtenido, de la masa en cada uno de los
pasos en funcion del total introducida al proceso; y el porcentaje de proteina del total de
masa introducida al proceso.

Para los resultados de este proceso que se realizé con mayor materia prima se analizo la proteina
por el método Kjeldahl para evitar la sobrestimacion que antes se presentaba, por los resultados
observados se la tabla, los valores de concentracién de proteina se sobre estiman menos, una vez
que se tienen todos los sobrenadantes existe una ligera sobre estimaciéon, mucho menor a las
anteriores. Con respecto a la masa se presenté una pérdida del 5.26% durante los 3 lavados, lo
cual puede deberse a la manipulacion de la materia prima en estas partes del proceso y
posteriormente una nueva pérdida de 6.24% por la misma razon, principalmente en la
recuperacion del precipitado después de la centrifugacion, ya que su consistencia viscosa dificulta

el manejo.

De esta manera encontramos que el proceso en el laboratorio tiene un rendimiento en masa de

20.03% y un 14.01 % de proteina, lo cual representa que el producto tiene un 70% de proteina y

eso indica que se recuper6 el 59.3% de la proteina total de la harina utilizada.
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Diagrama del proceso de la obtencion del concentrado de proteina en el laboratorio.

5. Con el fin de observar el perfil de solubilizacion de proteinas en las diferentes etapas del
proceso, se realiz6 un perfil electroforético para poder reconocer las fracciones presentes,

lo que se presenta a continuacion Figura 10
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Figura 10 Electroforesis de las proteinas durante el proceso

Gel SDS PAGE. Se introdujeron 5ug de proteina, segin la muestra, en cada
carril, en el primer carril el sobrenadante de la extracciéon con una solucién de
NaCl 0.6%, en el segundo carril el sobrenadante de la extraccién con NaOH hasta
llegar a un pH 8, en el tercer carril el sobrenadante de la extracciéon con agua, en
el cuarto carril la pasta antes de someterse al proceso de autoclave, en el quinto
carril el sobrenadante de desecho y en el Ultimo carril el producto después del
proceso de secado.

Se distingue que en el carril del producto terminado es clara la posible degradacién de la proteina
y posiblemente mayores pérdidas en estructura. Se observa que las principales proteinas
obtenidas durante el proceso son la Faseolina y las Lectinas marcadas claramente.

En la figura se aprecia que las proteinas solubilizadas en todas las condiciones presentan en su
mayoria el mismo patron. Sin embargo nuestras evaluaciones anteriores indican que, el
rendimiento de esta solubilizacion si se ve afectada por los diversos solventes utilizados. Las
proteinas perdidas en el sobrenadante de desecho muestran las bandas 35, 28, 26, 19 y 14 kDa

durante este proceso
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Obtencion del concentrado proteinico a nivel piloto
6. En el proceso en planta piloto del concentrado de proteina de frijol negro se presentaron
en rendimiento los resultados segun la siguiente tabla:

Tabla 9 Proceso de elaboracién del concentrado de proteina de frijol en planta piloto

Paso Materia Porcentaje de proteina Porcentaje de masa

del total de masa seca

Mezclado Harina 17.84% 100%
Centrifugacioén (1) | Sobrenadante 7.94% 19.58%
Centrifugacioén (2) | Sobrenadante 2.96% 7.51%
Centrifugacioén (3) | Sobrenadante 0.48% 3.09%
Pasta 5.55% 64.62%

Balance 0.91% 5.20%

Se relnen todos los sobrenadantes y con ellos se trabaja

Materia prima que entra al proceso 11.38% 30.18%
Centrifugacion (4) | Sobrenandante 0.33% 18.90%
Secado Pasta final 10.92% 17.91%
Balance 0.13% -6-63%

Se realizaron las evaluaciones de proteina por el método Kjeldhal, en cada uno de los
pasos del proceso. Se secaron muestras de cada uno de los pasos para obtener la
cantidad de materia. Se presenta el porcentaje obtenido, de la masa en cada uno de los
pasos en funcion del total introducida al proceso; y el porcentaje de proteina del total de
masa introducida al proceso.

La recuperacién de proteina en planta piloto fue menor a la obtencién en laboratorio, como era de
esperarse ya que el manejo en planta presenta un rango del 20% de variacién, en laboratorio se

obtuvo un 14.01% y en planta un 10.92%.

Los rendimientos en masa en planta mantuvieron una relacion similar a la proteina y presentan al
final un balance negativo, lo cual se puede deber a que las muestras de planta, principalmente el
sobrenadante de la Centrifugacion (4), presentd dificultad en el proceso de secado, debido a que

en el transporte generd una consistencia viscosa antes de poder empezar a secarlo.
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El diagrama del proceso en la planta piloto del IBT se encuentra a continuacion.

Diagrama del proceso de la obtencion del concentrado de proteina en la planta piloto del IBT
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Caracterizacion fisicoquimica

1. La composicion final del concentrado es la siguiente: 60.92% de proteina, 0.12% de
lipidos, 0.45% de fibra cruda y 23.96% de extracto libre de nitrégeno, es decir de hidratos
de carbono. Estos resultados presentan un concentrado a diferencia de los aislados
comerciales, donde la principal diferencia se encuentra con la proteina y los hidratos de
carbono. En los aislados comerciales de proteina de soya y caseina encontramos por lo
general valores de 80% o mayores de proteina y valores menores para hidratos de
carbono, por lo que al comparar el producto con los comerciales encontramos que esta
diferencia modificara propiedades del concentrado y por lo mismo sus posibles usos. El
reporte obtenido por la Facultad de MVZ se encuentra en el Anexo 3.

2. El concentrado presentd un valor de 16422.09 UIT/g de muestra, para el andlisis de
inhibidores de tripsina, lo cual es un valor muy alto, con el cual los animales no pueden
tener un crecimiento adecuado (Rackis & McGhee, 1975), por lo cual se decidié humectar
el producto para realizar otro proceso térmico en autoclave. Para la humectacion se hizo
en una relacion 1:2 producto:agua y el proceso en autoclave tuvo las mismas condiciones.
El producto después de este proceso presentd 1866.77UIT/g de muestra, lo cual es un
valor que permite un adecuado crecimiento en los animales.

Los reportes de estos resultados se encuentran en el Anexo 3

Determinacién de las propiedades funcionales del concentrado proteico

3. Envirtud de que algunos autores consideran que la solubilidad es un factor determinante

en la funcionalidad de un preparado proteico, se determiné inicialmente la curva de

solubilidad de las proteinas del producto segin Popineau et al (1988). Los resultados que

dan la curva de solubilidad se presentan en la figura 11.
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Figura 11 Solubilidad de la proteina presente en el concentrado de proteina de frijol

Se observa que la mayor solubilidad se presenta en un pH alcalino, y la minima esta entre 4 y 6.5.
La mayoria de los alimentos tienden a un pH acido. Por lo cual no se espera una aplicacion donde
se solubilice el producto, sino en productos donde se pueda agregar a la mezcla como barras de

cereal o galletas.

4. A continuacién se evaluaron la capacidad de absorcion de agua y de aceite, para lo que

se siguié la metodologia de Quinn & Paton (1979). Se observaron los resultados que se

presentan en la siguiente Figura.
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Figura 12 Absorcion de agua y aceite
En la imagen de la izquierda se presenta la absorcion de agua, donde a un gramo de concentrado se le agregaron

2.5 ml de agua, 2 ml de agua y 1.5 ml de agua respectivamente. En la imagen de la derecha se observa la absorcion
de aceite donde se agregaron 1.5 ml, 1 ml y 0.5 ml de aceite respectivamente a un gramo de concentrado.
Para los célculos se define a esta absorcion como la cantidad de liquido retenido por gramo de
producto, y se obtienen los siguientes resultados.

Absorcion de agua

ml de agua retenida = 1.5 = 1.5 ml/g
gramos de producto 1

Absorcién de aceite

ml de aceite retenido = 0.5 = 0.5 ml/g
gramos de producto 1

La absorcion de agua del producto es similar a lo antes reportado para la harina de frijol por
Sangronis et al (2004), por lo cual el concentrado presenté caracteristicas similares a la harina de
frijol crudo. En comparacion con aislados de proteina de soya esta absorcion de agua es baja, ya
gue en algunos casos se logran valores hasta de 5 ml/g. (Aislado de proteina de la marca
Makymat).

La absorcion de aceite se ve sumamente disminuida en comparacién con lo reportado para harina
de frijol negro por Sangronis et al (2004), ya que en ese estudio se reportaron valores de 1.9 ml/g.
En comparacion con los aislados de proteina de soya no se encuentra tan distante, ya que dichos
productos se encuentran en intervalos de 0.5-0.9 ml/g, Una de las mayores aplicaciones a esta

propiedad ya que se busca evitar una elevado absorcion de aceite de en los alimentos.
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5. El consumo del frijol negro se ha promovido por la presencia de flavonoides y
antocianinas, considerados antioxidantes, lo que le daria una caracteristica nutracéutica o
funcional al producto. En este caso, se llevd a cabo la cuantificacion de flavonoides para
determinar si estan presentes en el concentrado, y se obtuvo un valor de 149.88ug/g de

concentrado, con error estandar de + 0.017.

Estos resultados son muy similares a los valores obtenidos en otros concentrados realizados en el
laboratorio 312 del departamento de alimentos y biotecnologia de la Facultad de Quimica de la
UNAM (Dergal, 2010), donde los valores van de 145.6 a 153.3 ug/g de muestra, en donde no se
llevd a cabo tratamiento térmico, por lo cual se puede decir que el tratamiento térmico no afecta de
manera considerable a estos compuestos y que se acarrearon en proporcion similar durante la
extraccion de proteina, ya que en el otro concentrado el rendimiento fue menor, pero el porcentaje
de proteina de los productos terminados fue similar. La materia prima presento 1.35mg/g, por lo
cual podemos observar que dicha relacion no se presenta en el concentrado, es decir que la
mayor cantidad se quedd en el resto del proceso en las fracciones no ocupadas para este
proceso. En los aislados de proteina de frijol se mencionan valores que van desde los 2083.33
Mg/g hasta los 16.28 ug/g para harinas desgrasada (Luduefia B et al, 2007) que no se pueden

considerar valores despreciables.

Evaluacion del efecto de la proteina de frijol en un modelo animal

La evaluacién de la calidad biolégica de una proteina se realiza al determinar si es capaz de
sostener el crecimiento de un modelo animal. Se suelen emplear proteinas de referencia y, de
acuerdo a la FAO se emplea caseina. Se procedio a disefiar dietas y en funcion de los resultados
del andlisis proximal del concentrado de proteina de frijol, y sabiendo que para la caseina se tiene
90.5% de proteina y 9.5% de hidratos de carbono, mientras que el aislado de proteina de soya que
se empled con fines de comparacion presenta un 86% de proteina y un 14% de hidratos de

carbono. Las dietas calculadas se presentan en la tabla 9
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Tabla 10 Dietas experimentales en gramos, base de 100g de dieta

Componente Caseina | Soya Frijol
Fuente de proteina 22.08 23.28 32.83
Almidén 39.75 39.75 37.13
Malto dextrinas 12.16 11.56 10.58
Sacarosa 8.96 8.36 7.38
Aceite de soya 7 7 6.96
Fibra 5 5 4.85
Mezcla de

Minerales 3.5 3.5 3.5
Mezcla de vitaminas 1 1 1
L-Metionina 0.3 0.3 0.3
Citrato de Colina 0.25 0.25 0.25
Terbutilhidroquinona| 0.0014| 0.0014| 0.0014

Las consideraciones para el disefio de estas dietas se explican en el Anexo 5.

Efecto de la ingesta de proteina de frijol en el crecimiento.

1.

En los animales utilizados para la experimentacion un primer punto a evaluar es la tasa de
crecimiento a partir de lo suministrado en la dieta, en este caso especifico en funcion del
concentrado de proteina que es la Unica variable que se modifico directamente. A
continuacion se presenta la grafica de ganancia de peso de los animales durante el

experimento.
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Figura 13 Ganancia de peso de los animales

Ganancia de peso para cada uno de los grupos
sefialados, durante los 21 dias que duro el estudio, con
barras que corresponden al error estandar

Para poder ocupar los datos de forma comparativa se tiene que delimitar la recta de crecimiento

de los animales con su ecuacién, segun la fuente de proteina, lo cual se presenta en la siguiente

gréfica.

Figura 14 Curvas de crecimiento de los animales

Y para confirmar si existe diferencia significativa en el crecimiento se realizé un ANOVA el cual dio

los resultados de la figura 15.

45



Figura 15 Comparacion del incremento de peso a los 21 dias
Con estos resultados observamos que las ratas alimentadas con proteina de frijol presentan una
pérdida mayor de peso al acostumbrarlas al horario restringido, pero una vez habituadas al mismo,
las graficas son muy similares. Al comparar la ganancia de peso con el grupo alimentado con
caseina se observa claramente que no se presenta un periodo estacionario para subir de peso con
el horario restringido y por lo demas la tendencia de las rectas es la misma. En las curvas de
crecimiento se observa claramente que la de mayor pendiente es la del grupo de caseina con un
valor de 3.57, y que el grupo alimentado con el concentrado de proteina de frijol negro como Unica
fuente de proteina presenta una pendiente de 3.322, lo cual es inferior a la de caseina pero mayor
a la del grupo alimentado con proteina de soya que presentd una pendiente de 3.05. Estas

pendientes significan la ganancia de peso en gramos por dia.

Efecto de la ingesta de la proteina de frijol sobre las concentraciones de glucosa,
colesterol, triglicéridos, insulina y glucagon
El problema original planteado en este proyecto consiste en saber si la naturaleza de la fuente de

proteina afecta el metabolismo de lipidos y carbohidratos.

1. En primera instancia se evalu6 el efecto sobre los niveles séricos de glucosa en el suero
de los animales, a los diferentes tiempos del sacrificio. Los resultados se presentan en la

figura 16
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Figura 16 (Concentraciones e glucosa en suero de rata
Se observa que la proteina de frijol genera un menor aumento en los valores de glucosa al
principio, aun mas marcado que lo que ocurre con la soya, pero que en todos los casos los

valores alcanzados al final no presentan ninguna diferencia significativa.

Las concentraciones de colesterol y triglicéridos obtenidas se presentan en la figura 17

Figura 17 Concentraciones de triglicéridos en suero de rata
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Para el caso concreto de los triglicéridos en suero se observa con la proteina de frijol un
aumento mayor que el observado con la proteina soya. Es importante enfatizar que las
concentraciones de triglicéridos en ayuno entre los diferentes grupos varia siendo las
concentraciones en el suero de ratas alimentadas con proteina de frijol mayores que en

los grupos de soya o caseina.

Figura 18 Concentraciones de colesterol en suero de rata

Para el caso del colesterol, se observa una tendencia a valores menores en los grupos de

soya y frijol pero sin una diferencia significativa con respecto a la caseina.

El resultado obtenido para los Ultimos parametros bioquimicos que son los niveles de

insulina, glucagon y su relacion se presentan en la figura 19
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Figura 19 Concentraciones de Insulina en suero
Los resultados de los valores de insulina presentan una clara disminucién para el caso de el
concentrado de proteina de frijol, aun mayores en algunos puntos que para la proteina de soya y
con clara diferencia en el dltimo tiempo. A diferencia, los niveles de glucosa no mostraron este
patron de respuesta. Por lo que resulta que el uso de proteina de frijol o de soya, producen una
disminucién en los niveles de insulina en sangre evitando picos, como es el caso de el consumo
de caseina. Pero en todos los casos las concentraciones de insulina se encuentran dentro de los

rangos normales en rata, que son menores a 2ng/ml

Figura 20 Concentraciones de Glucagon en suero de rata
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Las concentraciones de glucagon en suero si presentan diferencia significativa, principalmente
para los dltimos tiempos. Soya es la proteinaa que induce menores niveles, le sigue el
concentrado de proteina de frijiol que presenta una tendencia mas parecida a los resultados
obtenidos para caseina, pero con valores significativamente menores. Con la proteina lactea se
observaron las concentraciones mas elevadas. La respuesta de glucagon e insulina sigue un

patron diferente.

Figura 21 Relacién Insulina/Glucagon en suero de rata
Si se analiza la relacion insulina/glucagon se obtienen 3 curvas muy diferentes. Para el caso de la
caseina es un aumento claro en los primeros 60 minutos, y después solo una disminucién; en el
caso de la proteina de soya se observa un patron opuesto al observado con la caseina.
Finalmente para la proteina de frijol no se muestra una tendencia importante, sin embargo se
asemeja a la de la proteina de soya. Los datos sugieren que existe un efecto de la fuente de
proteina sobre la relacion insulina/glucagon en donde las proteinas de origen vegetal generan una
disminucién de la relacion para el tiempo 60 del estudio, lo cual no se observa en la caseina, que

es una proteina de origen animal.

Efecto de la ingesta de la proteina de frijol sobre la expresion génica de SREBP-1y FAS en
higado

1. Los resultados de los analisis de PCR-TR para el gen SREBP-1 son los siguientes
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Figura 22 Expresién de SREBP-1 en higado de rata

Como se observa en la figura 22 la expresion de SREBP-1 esta claramente influenciada por el

consumo de caseina, y en menor medida para la proteina de soya y el concentrado de proteina de

frijol, en donde practicamente no se alteran sus niveles de expresion.

Sin embargo la expresién de la FAS, que es un gen blanco de SREBP-1, no sigui6 las mismas
tendencias, aunque al minuto 60, a semejanza de SREBP-1, FAS mostrdo una mayor expresion
cuando las ratas consumieron caseina con respecto a aquéllas que consumieron proteinas de
origen vegetal. De hecho las proteinas vegetales a los 60 minutos no indujeron una expresion
mayor a la basal observada con caseina, lo cual se presenta en la figura 23.

—@— Caseina
—#— Soya
—— Frijol
Expresion de FAS
3.0
2.5
2.0

15

Unidades relativas

1.0 T

0.5

i 1
2005 b 20 OO (min?® 100 120 140

Figura 23 Expresion de FAS en higado de rata
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Conclusiones

Se obtuvo un concentrado de proteina de frijol negro cocido con 60.92% de pureza. El producto
presenta una solubilidad muy baja, siendo la proteina soluble menor al 10% de la proteina total en
un rango de pH de 2 a 11 y menor al 20% a pH 12. Por esto se propone su utilizacién en
productos como barras de cereales principalmente que no necesitan de un producto muy soluble,
donde mejoraria su perfil de aminoacidos dando un valor agregado a los productos desde el punto
de vista nutrimental. Con respecto a su capacidad de absorcion tiene un valor de 1.5 ml/g para el
agua y 0.5 ml/g para el aceite. Lo cual refleja una oportunidad en la baja absorcién de aceite para
evitar que los productos en donde se utilice contengan grandes cantidades de aceite. El contenido
de flavonoides del concentrado es de 149.88ug/g con error estandar de + 0.017. Lo cual lo refleja
como una fuente no muy alta de flavonoides, pero que si es un factor a considerar.

Los animales alimentados con una dieta balanceada en la cual la fuente de proteina fue
Unicamente el concentrado de proteina de frijol crece a la par de la proteina de soya y que la
caseina, ya que no presenta diferencias significativas entre la proteina de soya y el concentrado
de proteina de frijol, pero si presentan diferencia con respecto a la proteina control estandar que
es la caseina. Con respecto a la pendiente de ganancia de peso en las ratas estudiadas, la
proteina de frijol se encuentra por debajo del valor encontrado para caseina y por encima de la
pendiente encontrada para proteina de soya, por lo cual se puede considerar de tan buena calidad
como la proteina de soya, la cual es una de las proteinas vegetales consideradas con mejor
calidad.

La concentraciones de glucosa evitan picos tempranos como en el caso de caseina por lo cual
puede promoverse un beneficio para evitar esta condicion. Por su parte, con respecto a los
triglicéridos hasta el momento no se puede aconsejar su CONsSUMO ya que parece presentarse un
aumento, pero para los niveles de colesterol si genera una disminucion.

Las concentraciones de insulina y glucagon en suero de rata para el grupo alimentado con
proteina de frijol presentan una disminucidon en ambos, y su relacién también presenta dicha
disminucién con respecto a la caseina y de manera similar al grupo alimentado con proteina de

soya.
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La expresion de SREBP-1 y de su gen blanco FAS se ven reducidas con el consumo de proteina
de frijol. No es claro por qué las concentraciones de triglicéridos séricos en ayuno estan elevadas,
aunque estas concentraciones se encuentran dentro de lo que se considera niveles normales.

En el presente trabajo de investigacién se obtuvo un concentrado de proteina de frijol negro
cocido, el cual presentd un efecto aceptable para el crecimiento de animales experimentales. Los
resultados de concentracion de insulina, glucagon y su relacion insulina/glucagon fueron menores
en el grupo de animales alimentados con proteina de frijol con respecto al grupo control de
caseina y similares al grupo de soya, por lo cual estas 2 fuentes proporcionan propiedades
similares; para el caso del grupo alimentado con proteina de frijol la expresiéon de SREBP-1 y FAS

se ve una tendencia de disminucién para las proteinas de origen vegetal.

Perspectivas

Con respecto al proceso de aislamiento, se podrian realizar diversas pruebas buscando disminuir
la cantidad de hidratos de carbono del producto para que se generara un aislado y no un
concentrado de proteina; también se podrian evaluar las variables de tiempo de agitacion de las
mezclas harina/solucién, para ver si de esa manera se pudieran disolver mayores concentraciones
en plante piloto, mas similares a las obtenidas en el laboratorio.

En funcion de su baja solubilidad el concentrado de proteina de frijol se podria promover para
elaborar productos tipo galletas o incluirlos en coberturas, por su color similar al chocolate, pero
seria necesario evaluar el desarrollo de dichos productos.

Ante los resultados del crecimiento de ratas se puede promover el consumo de este tipo de
proteina en la dieta asi como se ha realizado para la soya, ya que no presenta diferencias
estadisticas significativas en condiciones de crecimiento.

Ya que el concentrado presenta otros compuestos a parte de la proteina, una de las grandes
lineas de futuras investigacion seria el determinar y cuantificar los compuestos fendlicos, entre
ellos flavonoides presentes, de manera especifica, para investigar si los efectos observados se
deben a una interaccion proteina-flavonoide.

Este proyecto presenta un antecedente para explorar el metabolismo de las proteinas para

reconocer como pueda generar el perfil de aminoacidos, diferencias en la expresion génica de
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factores de transcripcién ya que anteriormente se vio en el consumo de soya y con este proyecto

se observa una tendencia similar para SREBP-1, y FAS.
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Anexo 1 Analisis proximal de la harina de frijol
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Anexo 2 Procesos de extraccidn de proteina

Proceso de Solubilizacién de proteinas a partir de frijol cocido.

Para conocer las condiciones de un proceso en autoclave similares al proceso culinario tradicional
se realizaron pruebas a 20, 30, 40 y 50 minutos a 121 con una relacién 1/2, vlv, frijol/agua, y se
observo que la consistencia y textura mas similares a los frijoles cuando se consumen fue la que
se obtuvo con 30 minutos. Para la elaboracion del concentrado se utilizé como base la harina de
frijol pasada por tamiz malla 40 para evitar los inconvenientes de tener que moler el producto
después del proceso térmico.

Se tomé como punto de partida la coccion del frijol, en una relacién 1/2, viv, frijol/agua, la cual se
realiz6 en autoclave a 121 por 30 minutos. Posteriormente se llevé a pH 8 con NaOH 0.8N, ya
gue estudios anteriores (Dergal, 2010) se observé que se solubilizaba la mayor cantidad de
proteina en funcién del pH, luego se centrifugé a 10,000 RPM, por 20 minutos a 4T, el
sobrenadante se llevo a pH 4 con HCI 1N y se centrifugo a 10,000 RPM por 20 minutos a 4C y
se seco el precipitado, y se obtuvo una cantidad de 0.5% de rendimiento.

Proceso de Solubilizacién de proteinas de frijol con enzimas

A partir de lo observado en el experimento anterior, se supuso que el almidén gelatinizado,
presente en el frijol, después de su coccion pudiera estar evitando la solubilizacion de las
proteinas a pH8, por lo cual se recurrié a la realizacion de un proceso enzimatico, con las enzimas
Licuamil 1200 y Glucozyme 400 donadas por la empresa ENMEX S.A. de C.V.

Para la utilizacién de las enzimas primero se realizaron pruebas de hidrélisis de almidén de cada
una de ellas. El proceso empezé con la utilizacion de la enzima Licuamil 1200 y continud con la
enzima Glucozyme 400 asi que las pruebas para obtener los valores 6ptimos se realizaron en el
mismo orden.

Para poder medir los resultados de la hidrélisis se utiliz6 la siguiente curva patron de DNS, hecha

a partir de glucosa a concentraciones conocidas.
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Figura A Curva patron para DNS (glucosa)

Para la enzima Licuamil 1200 se utiliz6 almidén de maiz (Maizena®) gelatinizado por coccion en
autoclave a 121C por 30 minutos, en una relacién 1:10 p/v de almidén de maiz/agua destilada;
posteriormente se realizd un proceso de mezclado con una licuadora a velocidad alta, adicionando
una tercera parte del volumen de agua ocupado para el proceso de coccién. Una vez que se
obtuvo la solucion se hicieron pruebas a 70C, con un pH6 a diferentes concentraciones, con
agitacion, por 30 minutos, que son las condiciones que recomienda el proveedor; a cada resultado
se le hizo la prueba de DNS para ver el grado de hidrélisis del almidén, teniendo como base la
curva patrén para DNS de glucosa. Los resultados obtenidos se observan en la siguiente Figura.

Figura B Curva de hidrélisis por Licuamil 1200 a diferentes concentraciones en 30 minutos

Hidrolisis de Luciamil 1200
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Figura B Curva de Hidrdlisis por licuamil 1200)
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A partir de la cual se considera que el punto a seleccionar es la concentracion 0.15% de enzima
con respecto al peso total del almidén.

La enzima Licuamil 1200 necesita la presencia de iones calcio, por lo cual se hicieron pruebas a
diferentes concentraciones de este i6n, para poder saber por cual optar, se realizaron los
experimentos en las mismas condiciones, 0.15% de enzima con respecto al pero total del almidon,
a70<C, a pH6, por 30 minutos, con la Unica variable de los iones de calcio, para lo cual se observo

un comportamiento como se presenta en la Figura siguiente.

Efecto de la concentracion de Ca
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Figura C Efecto de la concentracion de iones Ca con la enzima Licuamil 1200

De estos resultados se decidié que para esta enzima en 30 minutos la concentracion a utilizar fue
0.15% del peso de la solucién de Licuamil 1200 con respecto al peso del almidén en base seca,
con una concentracién de calcio de 400ppm en el medio.

Una vez definido el proceso de la enzima Licuamil 1200 se precedié a definir las condiciones para
la utilizacién de la enzima Glucozyme 400. Se realizé el proceso de la enzima Licuamil 1200 a las
muestras y posteriormente se llevaron a una temperatura de 60C, con un pH 4.2, como
recomienda el productor, y se realizaron pruebas a diferentes concentraciones de Glucozyme 400,

tomando muestras a diferentes tiempos para poder evaluar el desarrollo de la actividad. Como se
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presenta en la Figura D se hicieron muestreos en las 3 primeras horas y se observo una tendencia

clara de aumento.

Figura D Hidrolisis de almidon con la enzima Glucozyme 400 a diferentes concentraciones
por 3 horas
Una vez que se tuvieron estos resultados se decidié realizar otra prueba con concentraciones
mayores y con un tiempo maximo de 4 horas, para lo cual se obtuvo lo que observamos en la

Figura E
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Figura E Hidrdlisis de almidén con la enzima Glucozyme 400 a diferentes concentraciones por 4

horas

A partir de estos resultados se decidio utilizar una concentracion de 5.6 pl/g de almidén durante 2
horas para la hidrélisis en las condiciones de pH y temperatura recomendadas como Optimas de la
enzima, antes mencionadas y provistas por la fuente de donacion. Por Gltimo, la inactivacién de las
enzimas se hizo segun sus indicaciones a 91C por 3 Ominutos.

Una vez definido el proceso de hidrélisis del almiddn, se hicieron las pruebas con harina de frijol, y
agua destilada en una relacion de 1:6 p/p respectivamente, utilizando una temperatura de 121C
durante 30 minutos en autoclave para la coccion de la harina. Posteriormente se realizé el proceso
enziméatico planteado y el resultado se llevd a pH 8 con NaOH 0.8N para solubilizar la proteina, lo
cual se centrifugé a 10,000 RPM, durante 20 minutos a 4C, Se desech6 la pasta y al
sobrenadante se le llevé a pH 4 con HCI 1N, buscando la precipitacion de las proteinas.

Posteriormente se centrifugd en las mismas condiciones, el sobrenadante se deseché y la pasta
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residual se sec6 a 50T en estufa por 12 horas, Se obtuvo un rendimiento en funcion del total de
harina un 0.49%.

Al observar el bajo rendimiento se decidié realizar primero el proceso enzimético a la harina y
después, en el momento de la inactivacion, realizar la coccién. Se hizo una mezcla 1:7.5 gramos
de harina : ml de agua destilada, para facilitar su manejo, con 400 ppm de Ca. Se mantuvo a 70C,
a pH 6, se afiadio la enzima Licuamil 1200 a 0.15% y se dej6 en agitacion durante 30 minutos.
Después se ajustd a un pH 4.2, y 60T para agregar la enzima Glucozyme 400 en una proporcion
de 5.6 pl/g de almidén y se dejo actuar durante 2 horas. Una vez terminado el proceso enzimatico
se llevé a proceso térmico, simulando el proceso de coccién en autoclave a 121C durante 30
minutos, con lo cual se inactivaron las enzimas. Al resultado de la coccion se le llevé a pH 8 con
NaOH 0.8N para solubilizar la proteina, se centrifugd a 10,000 RPM durante 20 minutos a 4C, se
deseché la pasta y al sobrenadante se le llevé a pH4 con HCI 1N, se centrifugdé en las mismas
condiciones, el sobrenadante se desecho y la pasta residual se seco a 50C en estufa por 12
horas. Se obtuvo un rendimiento en funcion del total de harina un 0.72%.

Al obtener en ambos casos rendimientos tan bajos se planteo la duda de ¢ qué le estaria pasando
a la proteina?, Ya que en otros experimentos se puede aislar con rendimientos mayores a los
obtenidos en estos casos (Dergal, 2010). Asi que se realiz6 un proceso de separacion como el
gue se encuentra en la tesis de Dergal (2010) y una vez obtenido el concentrado de proteina se
realizé el tratamiento térmico, con el cual se observé claramente la precipitacion de la proteina y
su insolubilidad a diferentes valores de pH, por lo cual se decidi6 perfeccionar el proceso de
separacién de la proteina en crudo y una vez concentrada hacer el tratamiento térmico antes del
proceso de secado.

Proceso Mejoramiento del proceso de solubilizacion de proteinas a pH8

Tomando como punto de partida el método propuesto por Dergal (2010) se realizaron las
siguientes modificaciones para obtener mayores rendimientos.

En el proceso de solubilizacion de Dergal (2010) se realiza un solo lavado a la harina de frijol en
una relacion 1:5 ajustando el pH a 8 con NaOH 0.8N, se centrifuga la mezcla a 10,000 rpm
durante 20 minutos a 4C, se recolecta el sobrenada nte y se acidifica con HCI 1N hasta llegar a
pH 4, lo cual se centrifuga en las mismas condiciones y se recolecta el precipitado que se seca

con un ventilador, y de esta forma se obtiene un resultado de 10% de rendimiento en masa, en
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promedio. Se supuso que pudiera obtenerse mayor cantidad de producto al realizar lavados
sucesivos, asi que se realizaron pruebas con diferentes nimeros de lavados, dando los resultados
que se observan en la siguiente tabla, donde se observan los rendimientos en funcién de la masa
original, por lo cual se decidié realizar 3 lavados sucesivos en el proceso experimental de este

trabajo.

Tabla A Rendimiento en masa de lavados sucesivos

NUmero de lavados 1 2 3 4

Rendimiento 7.43% 11.82% 14.36% 14.72%

En la parte del proceso que corresponde a la separacién de proteina precipitada en la
centrifugaciéon se decidio investigar si una segunda centrifugacién permitiria la precipitacion de
proteinas que no se encontraran en la primera pasta residual, pero no se obtuvo ningun
precipitado, por lo cual se mantuvo el proceso como estaba.

Para conocer la cantidad de proteina que se quedaba contenida en el sobrenadante de la Ultima
centrifugacion, donde se busca precipitar la proteina, se realiz6 precipitacion de proteina con TCA
al 100%, ya que el método de Biuret no es sensible a concentraciones bajas, el método de Lowry
presenta interferencia con hidratos de carbono, el método de BCA 6 Acido bicinconinico presenta
interferencias con azUcares reductores, la Absorcién UV a 280 nm presenta interferencia con los
flavonoides, mismo problema que ocurre con el método de Bradford. Al realizar la precipitacion
con TCA se obtuvo una pasta que se resuspendié para poder leer su concentracién por medio del
método de Bradford, lo cual dio un total de 0.72g/100g de proteina con respecto al total de la
harina utilizada, que tenia 17.84% de proteina, asi que solo se queda un 4.15% de la proteina
total.

Se indag6 si el tiempo de agitacion presentaria cambios en la cantidad de proteina soluble, asi
que se realizé un experimento con 30 minutos y otro con una hora de agitacion, los resultados del

cual se presentan en la tabla B.

64



Tabla B Rendimiento a diferentes periodos de agitacion

Agitacién 30 minutos Agitacién 60 minutos

14.36% 14.5%

En funcion de estos resultados se decidio realizar la agitacién Unicamente por 30 minutos, ya que
mayor tiempo no registré una diferencia sustancial en el rendimiento obtenido.

Para poder utilizar este producto en alimentacion es necesario realizar un proceso térmico, para
eliminar factores antinutricionales, por lo que a este proceso de extraccién de proteinas antes de la
etapa del secado, se le realiz6 un proceso térmico, simulando el proceso de coccién, en la
autoclave para eliminar las sustancias antifisioldgicas. Al introducir el precipitado de la
centrifugacion al proceso térmico se le resustituyd el volumen del sobrenadante eliminado por
agua destilada. Cuando se termin0 el proceso térmico se elimind el sobrenadante de la
precipitacion, al que se le determind la cantidad de proteina por precipitacion de TCA 100% y
Bradford. Se obtuvo un resultado de 0.07% del total de la proteina con respecto al total de la
harina utilizada, lo que se considerd no valia la pena de recuperar.

Se decidié utilizar una temperatura de 50C para el secado de la pasta para evitar altas
temperaturas y, por consiguiente, alteraciones en el producto.

Se confirm@ la pureza del producto final cuantificando proteina por el método Kjeldahl, y se obtuvo
un 68% de pureza. Este resultado con lo cual se obtiene (68% de pureza * 14.36% de
rendimiento = 9.76 g. Tomando en cuenta que la proteina del frijol es el 17.84% del total del grano,

quiere decir que se recupero aproximadamente el 56.95% de la proteina total del frijol.

Se exploraron entonces los métodos descritos en una patente (Satterlee, 1978) y por Gomez-
Brenes et al (1983). A continuaciébn se presentan los resultados obtenidos, asi como las
modificaciones que se les hicieron, cuando fue necesario y su justificacion.

Proceso Patente US 4111927

Siguiendo la metodologia descrita en esta patente, se mezclé una relacion 1:5 (p/v) de harina de
frijol y una solucion de NaCl al 0.6%, con agitacién durante 40 minutos. Posteriormente se

centrifugé a 8500 rpm y se recolecté el sobrenadante, al cual se le llevé a una temperatura de

65



90T con agitacién y se le acidificé hasta llegar a un valor de pH 4. Se centrifug6é a 8500 RPM vy el
precipitado se sec6, dando un rendimiento del 9.99% en masa. Al no tener un valor mayor a 10%
no se considerd necesario realizar el andlisis de proteina ya que no se ocuparia este proceso a
futuro.

Proceso de Extraccidn con diferentes solventes (Gémez-Brenes et al, 1983).

Se explica detalladamente en el cuerpo de la tesis. En el proceso a escala laboratorio se obtiene
un rendimiento de 20% y una pureza de 70%,. Se modifico para planta piloto.
En funcién de todos los resultados se presenta la siguiente taba.

Tabla C Rendimiento y pureza de los procesos a evaluados

Proceso Rendimiento | Porcentaje de
en masa proteina del
producto
Solubilizacion de proteinas a partir de frijol cocido 0.5% -
Solubilizacion de proteinas de frijol con enzimas 0.72% -
Dergal (2010) 10% 70%
Mejoramiento del proceso de solubilizacién de proteinas a pH8 14.36% 68%
Patente US 4111927 9.99% -
Extraccién con diferentes solventes NaCl-NaOH-H,O 20% 70%

Al ver estos resultados se decidié realizar el proceso de Extraccién con diferentes solventes
propuesto por Gomez-Brenes et al (1983), con las modificaciones evaluadas. Se puede ver que
el rendimiento en masa es significativamente mayo, y el porcentaje de proteina del producto es la

cantidad mas alta junto con el de Dergal (2010).
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Anexo 3 Analisis Fisicoquimicos

==

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION ANIMAL Y BIOQUIMICA

LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICOS PARA ALIMENTOS
Av. Universidad No. 3000 México D.F. Tel. 5622-5907 y 5622-5879 Fax: 5622-5906

TOAD NACIONAL AUTONCMA
G )

VNIVER4DAD NACIONAL [ Constancia:DNAB-MV-050/10)

AVTENMA DE
MEXICO Hoja 01/01

MA. ALEJANDRA QUINONES PENA
CERRO DE LOS REMEDIOS 102
COL. CAMPESTRE CHURUBUSCO

Muestra No.: DNAB-MV-050 ]
CONCENTRADO DE PROTEINA DE FRIJOL

Fecha de recepcioén: 26.02.10

Analisis Quimico Inmediato*

Materia seca 91.48%
Humedad 8.52%
Proteina Cruda (Nitrogeno*6.25) 60.92%
Extracto Etéreo 0.12%
Cenizas 6.04%
Fibra Cruda 0.45%
Extracto Libre de Nitrégeno 23.96%

Los resultados se expresan en Base Humeda
*Método AOAC Quimico Proximal (1990)

NA = No analizado

NC = No calculado

Atentamepte .
‘“POR M1 RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria 04 de marzo de 2010
.

o~

Q.A. Agueda Garcia Pérez MPA. MVZ. Sergio C. Angeles Campos
Responsable del Laboratorio Jefe del Depto. de Nutricion Animal y
Bioquimica

Esta constancia ampara unicamente la muestra analizada. Se prohibe la reproduccion total o parcial de la
misma sin previa autorizacion escrita del responsable del laboratorio. La presente constancia no podré ser
utilizadas para fines legales.

FRP-DNAB-MV-002 Rev. 1
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Investigacion * Vasco de Quiroga 15,
Servicio ® Delegacion Tlalpan
. * C.P. 14000 México, D.F.
Dacencia
® Tel, 54-87-09-00
20507700

68



FEy N

L

#2010, Bio de la Patria. Bicentenario del Inicio de 1z
Independencia y Centenario del Inicio de I Revolucitn”.
‘ 0 INSTITUTE NACIONAL DE CIENCIAS M]é@ﬂ@ Y NUTRICION

INNSZ SALVADOR ZUBIRAN
INFORME DE ENSAYO

Procedenciaz.  Departamento de Fisiologia de la Nutricion

Muestra: Muestra F4 (INN-L12730)
Informe: 004/10/L
Recepeion: 2010-02-24
Ensayo: 2010-02-25
Toxicologia: Resultado Referencia
i Trinsi American Association of Cereal Chemists
Inhibidor de Tripsina 1866.77

(UITlg de muestra) (AACC), 10 Ed. 2001, 2240

El resultado del ensayo se refiere exclusivamente a la muestra analizada.

Atentamente,

e —
N e

Q.F.B. Silvia Ruiz Jiménez -~ Dra. Josefina C. Morajesde
Coordinadora del Area de Jefe del Departamento de Ciencie y
Lahoratorios de Alimentos, Tecnologia de los Alimentes.
investigacion ® Vasco de Quiroga 15,
Tradicién Servicio ¢ ® Delegacion Tlalpan
: _ ) e C.P. 14000 Mexico, D. F.
Asistencia Docencia
. Tel. 54-87-09-00
20007700

69



Anexo 4 Descripcion de Sondas

Gen Primers (5'-3") Tamafo Producto Especie Numero del
(pares de banco de genes
bases)
SREBP-1 GGAGCCATGGATTGCACATT 2868 ADD1/SREBP- Rata AF286469
CGGCGCCAACAGTCGCA 1c

FAS AGAGAGACGGCAGCAGCGTC 9143 Fatty.acid Rata X62888
CTTGAGACTCTAG synthase

Ciclofilina ACTTGCAATCAACCCCTTTC 1325 Peptidyl-prolyl Rata NM_001034188
AAAAAAAAAAAAAAA cis-trans

isomerase-like 1

Anexo 5 Consideraciones para el disefio de las dietas

Para la realizacion de las dietas se siguieron las indicaciones de la AIN-93 para animales en
crecimiento. Este documento es el lineamiento internacional que especifica la cantidad, calidad y
tipo de nutrimentos que se deben ocupar en las dietas experimentales para ratas.

Tomando en cuenta la fuente de proteina mas compleja, que es el concentrado generado en este
proyecto, son las siguientes.

Segun la AIN-93 el 20% debe de ser de proteina, por lo cual si nuestro concentrado presenta un
60.92% de proteina se necesitan 32.83 gramos de concentrado para obtener 20 gramos de
proteina, a partir de este dato, con los obtenidos en el proximal se puede estimar lo que se agregé
de otros componentes. Composicién de 32.83 gramos de concentrado: 20g de proteina / 7.86g de
hidratos de carbono / 0.04g de lipidos / 0.15¢g de fibra. Para las fuentes de hidratos de carbono,
como no se encuentran especificadas en el analisis proximal se divide entre la cantidad de fuentes
de hidratos de carbono, es decir en este caso entre tres, lo que significa 7.86/3 = 2.62 gramos que
se restan a cada una de las fuentes, para almidon se requieren 39.75 — 2.62 = 37.13g de Malto
dextrinas se requieren 13.2 — 2.62 = 10.58g y de Sacarosa se requieren 10 — 2.62 = 7.38g. Para
realizara el célculo de los lipidos, el requerimiento es de 7 — 0.04 = 6.96g; y por ultimo para ajustar

la fibra, el requerimiento es de 5 — 0.15 = 4.85g.
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