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RESUMEN:

La hipertensidn arterial es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular. El frijol
comin es una excelente fuente de compuestos bioactivos relacionados a capacidad antihipertensiva, destacando los
compuestos fendlicos. Se ha reportado que la fermentacidn en estado sélido (FES) incrementa estos compuestos. El objetivo
de este proyecto fue estudiar el efecto de la FES sobre la propiedad antihipertensiva in vivo de frijol comin cv Azufrado
Higuera. Se utiliz6 el hongo Rhizopus oligosporus y ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Se administraron 4
concentraciones de extractos fendlicos (50, 150, 250 y 500 mg/kg), Captopril (10 mg/kg) como control positivo y agua
destilada como control negativo. Para la medicion de la presion arterial sistolica (PAS) se utilizé el equipo CODA (Kent
Scientific). Los extractos de fendlicos libres y ligados de frijol fermentado (tempe) a una concentracion de 500 mg/kg fueron
los tratamientos que causaron las mayores disminuciones en los valores de PAS a los diferentes tiempos estudiados, y no se
presentaron diferencias significativas con el Captopril a las 6 h de estudio. Por lo tanto, el tempe de frijol comun representa
una potencial alternativa natural para el control de la presion arterial en personas que sufren de este padecimiento.

Palabras clave: Hipertensidn arterial, frijol comun, compuestos fendlicos, fermentacion en estado sélido, tempe,
Rhizopus oligosporus.

ABSTRACT:

High blood pressure is one of the main risk factors for the development of cardiovascular disease. Common bean is an
excellent source of bioactive compounds related to antihypertensive capacity, emphasizing the phenolic compounds. Solid-
state fermentation (SSF) has been reported to increase these types of compounds. The objective of this project was study the
effect of SSF on the in vivo antihypertensive property of common bean cv Azufrado Higuera. The fungus Rhizopus
oligosporus, and spontaneously hypertensive rats (SHR) were used. Four concentrations of phenolic extracts (50, 150, 250
and 500 mg / kg), Captopril (10 mg / kg) as positive control and distilled water as negative control were administered. For the
measurement of systolic blood pressure (SBP) the CODA equipment (Kent Scientific) was used. The free and bound extracts
of fermented bean (tempe) at a concentration of 500 mg / kg were the treatments that caused the largest decreases in SBP
values at the different times studied, and there were no significant differences with Captopril at 6 h of study. Therefore,
common bean tempe represents a potential natural alternative for the control of blood pressure in people suffering from this
condition.

Keywords: High blood pressure, common bean, phenolic compounds, solid-state fermentation, tempeh, Rhizopus
oligosporus.
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INTRODUCCION

La hipertension arterial es uno de los principales factores que predisponen al desarrollo y complicacion de enfermedad
cardiovascular. En México, la prevalencia de hipertension arterial en el afio 2012 fue de 31.5%, siendo mas alta en
adultos con obesidad y diabetes (Romero-Martinez, Shamah-Levy y col. 2013). El tratamiento principal para esta
enfermedad involucra tanto tratamientos no farmacoldgicos como la terapia dietética y cambios de estilo de vida, asi
como medicamentos sintéticos como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina | (Crisan y Carr 2000).
Recientemente se han encontrado algunos inhibidores naturales de la enzima convertidora de angiotensina | en
diferentes fuentes, principalmente fuentes vegetales como las leguminosas. En estos granos se reporta una amplia
variedad de compuestos fenolicos que pueden ser considerados compuestos bioactivos debido a su actividad
antioxidante (AAox), ademas de muchos otros fitoquimicos como flavonoides y &cidos fendlicos, que han ganado
atencion como agentes antihipertensivos (Quifiones y col. 2012).

En la actualidad, el frijol suele consumirse a través de diversos procesamientos. La fermentacién es uno de ellos y
representan un tercio del consumo total de alimentos a nivel mundial. Se ha demostrado que estos productos son altos
en actividad antioxidante en comparacion al alimento crudo. La fermentacién en estado sélido (FES), es un proceso
biotecnoldgico que consiste en el crecimiento de microorganismos sobre sustratos solidos en ausencia, o casi ausencia,
de agua libre superficial; sin embargo, el sustrato debe poseer la suficiente humedad para permitir el crecimiento y la
actividad metabdlica de microorganismos. Uno de los productos elaborados a partir de este proceso es el tempe, un
alimento de origen indonés principalmente obtenido a partir de soya con la inoculacion de hongos filamentosos, sin
embargo, diversos estudios han probado este bioproceso con otras leguminosas como el frijol. La mejora de la
actividad antioxidante de alimentos fermentados a base de granos durante la fermentacion en estado sélido, se debe a la
liberacion de compuestos fendlicos llevada a cabo por la hidrélisis enzimética por el hongo, la cual cataliza la
liberacion de écidos fendlicos y flavonoides conjugados. Muchos de estos fitoquimicos que se ven mejorados con la
FES, se les han conferido diversas propiedades nutracéuticas, como potencial antihipertensivo (Torino y col. 2013).

Existen escasos estudios del efecto del bioprocesamiento por fermentacion en estado sélido sobre la propiedad
antihipertensiva in vitro de frijol comin, empleando el hongo Rhizopus Oligosporus (Rochin-Medina y col, 2015);
mientras el efecto de la FES sobre la actividad antihipertensiva in vivo de esta leguminosa no ha sido estudiado. Es por
ello que el objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de la FES sobre la propiedad antihipertensiva in vivo de
frijol comin variedad Azufrado Higuera empleando el hongo Rhizopus Oligosporus.

En el presente trabajo de investigacion se encontrd que los extractos de compuestos fendlicos libres y ligados de frijol
fermentado (tempe) a una concentracion de 500 mg/kg fueron los tratamientos que causaron las mayores disminuciones
en los valores de la presion arterial sistolica (PAS) a los diferentes tiempos estudiados. La disminucién de PAS en ratas
hipertensas ocasionada por estos tratamientos no presentd diferencias significativas con el Captopril a las 6 h de
estudio, sin embargo, en tiempos menores a 6 h (1.5, 3, 4.5 h), posteriores a la administracion de los tratamientos, los
extractos de fendlicos libres y ligados de tempe de frijol (500 mg/kg) causaron una mayor disminucion de PAS que las
ratas tratadas con Captopril. Por lo tanto, se puede decir que el proceso de FES mejord significativamente la capacidad
antihipertensiva en el frijol comun Azufrado Higuera, y que el tempe de esta leguminosa representa una potencial
alternativa natural para el control de la presion arterial en personas que sufren de este padecimiento.
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MATERIALES Y METODOS
Como materia prima se utilizd frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) variedad Azufrado de Higuera. Para la
inoculacion del tempe, se utilizo el hongo Rhizopus oligosporus NRRL 270.

Elaboracién de harina de frijol comun bioprocesado (tempe)

Para la elaboracién de la harina de frijol fermentado, el frijol se someti6 a un periodo de remojo por 4 horas con
agua destilada, se descascarillé y las cascarillas fueron recolectadas y secadas. Posteriormente este se llevo a
coccion a 90°C por 30 min. El frijol se inoculé con una solucién de esporas de Rhizopus oligosporus (10°
esporas/mL). Para su incubacion se siguieron las condiciones optimizadas por Ledn Murillo y col (2016), con
33.5°C y 108 h de fermentacién. Una vez finalizada la incubacidn, el tempe se sometid a secado a 50°C por 8
horas y se moli6 con sus respectivas cascarillas. Se prepar6 una harina de frijol crudo para su comparacion.

Extraccién de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos libres y ligados se extrajeron de acuerdo a la metodologia de Adom y Liu (2002). Para
la obtencion de la fraccion libre de los fendlicos, 25 gramos de muestra se mezclaron con 100 mL de etanol al
80%, y el sobrenadante fue recuperado. Se realiz6 una segunda extraccién con otro volumen de 100 mL del
mismo solvente a la misma muestra. El sobrenadante de las dos extracciones se concentrd y se llevé a secado para
su posterior reconstitucion. Para la fraccion ligada, a partir del precipitado de la anterior extraccion, se le realizé
una hidrdlisis alcalina con NaOH, se neutralizé con HCI y se realizaron dos extracciones con acetato de etilo. El
sobrenadante se concentrd y se llevé a secado para su posterior reconstitucion.

Ensayo in vivo de capacidad antihipertensiva

El potencial antihipertensivo de la harina de frijol fermentado se determiné mediante la metodologia de Fritz y
col. (2011) con ligeras modificaciones. Ratas espontaneamente hipertensas (SHR) se alojaron en jaulas
individuales y se mantuvieron en condiciones estandar (23°C, ciclos de 12 h de luz-oscuridad, consumo de agua
ad-libitum), con un acondicionamiento previo al experimento de 12 h de ayuno. Se trabajé con ocho grupos de
seis ratas cada uno, al grupo control positivo se le suministr6 medicamento comercial (Captopril), un grupo
control negativo (placebo) y seis grupos en los que se utilizaron diferentes dosis de extractos libres y ligados secos
de compuestos fendlicos (50, 150, 250 y 500 mg/kg) administrados via reto intragastrico. La presion arterial se
medi6 a diferentes tiempos (0, 1.5, 3, 4.5y 6 h) posterior a la suministracion del suplemento. Se utilizo el equipo
CODA tail cuff blood pressure system de Kent Scientific para la medicién de la presion arterial. Se determing el
promedio de 25 mediciones y los resultados se expresaron como disminucion de la presion sistolica [APAS
(mmHQ)] utilizando la siguiente ecuacion:

[APAS (mmHg)] = (Presidn sistolica) t=n — (Presion sistélica) t=0

Analisis estadistico

Los resultados de APAS de los diferentes tratamientos fueron analizados por medio de un andlisis unidireccional
de varianza (ANOVA), seguido por comparacion de medias aplicando la prueba de rangos multiples de Duncan;
ademas, se aplicd la prueba t Student para separacion de medias de PAS de muestras pareadas entre los diferentes
tiempos de estudio posteriores a la administracion de cada tratamiento y el tiempo cero previo a la administracion
del mismo. Se us6 un nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos con mayor efecto hipertensivo

Para comparar los valores de presidn arterial sistélica (PAS) medidos a los diferentes tiempos posteriores a la
administracion de cada tratamiento con los valores de PAS al tiempo cero, previo a la administracion de los
mismos, se aplicd una prueba t Student para muestras pareadas. En la figura 1, se observan los valores de PAS
obtenidos en cada tiempo de medicion estudiado para cada una de las cuatro concentraciones de extractos
fenolicos libres y ligados, de harinas de frijol crudo y frijol fermentado, que fueron administrados a las ratas SHR.
En los extractos de fendlicos de frijol crudo, en la fraccion libre (HFCC Lb), se observd una disminucion
significativa en la PAS a las 1.5 y 3 h después de la administracion del tratamiento, y a partir de las 4.5 h comenz6
a incrementar la PAS. En cuanto a la fraccion de compuestos fenélicos ligados (HFCC Lg), éstos disminuyeron la
PAS a partir de las 3 h de administrado el extracto, y ésta se mantuvo hasta las 6 h con una disminucién de -13.84
mmHg. En el frijol bioprocesado por FES (tempe), se obtuvieron diferencias significativas a todas las horas de
medicion, tanto en su fraccién de fendlicos libres (HFCB Lb), asi como la fraccion de fendlicos ligados (HFCB
Lg), obteniendo una disminucion de la PAS de -36.03 mmHg y -40.84 mmHg (porcentaje de disminucion de la
presion arterial (%DPAS) de 15.80% y 18.22%), respectivamente, a las 6 h de haber administrado el extracto
fendlico. En las ratas tratadas con el control negativo no se presentaros disminuciones significativas de la PAS,
mientras que las ratas tratadas con el control positivo (Captopril 10 mg/kg) presentaron disminuciones
significativas de PAS a todos los tiempos estudiados, con una disminucién de -35.54 mmHg a las 6 h de estudio.
Se destaca la concentracion de 500 mg/kg, en donde se observa un descenso notable de la PAS por parte de las
fracciones libres y ligadas del extracto de tempe de frijol. Las fracciones libres y ligadas del frijol crudo también
provocaron un descenso de la PAS, sin embargo, esta no fue tan considerable en comparacion con el tempe de
frijol. Es por ello que, la concentracion de 500 mg/kg fue seleccionada como la concentracion de compuestos
fenolicos con mayor efecto hipertensivo.
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Figura 1. Efecto de la administracion de extractos de compuestos fendlicos de frijol comin crudo y
bioprocesado (50, 150, 250 y 500 mg/kg) sobre la presion arterial sistdlica [PAS (mmHg)] en ratas
espontaneamente hipertensas. *Los valores de PAS a los diferentes tiempos estudiados son diferentes
estadisticamente de la PASbasal (a las 0 h) (prueba t Student para medias pareadas, p < 0.05, n=6). HFCC
Lb=Extracto libre de harina de frijol comin crudo, HFCC Lg=Extracto ligado de harina de frijol comuin
crudo, HFCB Lb=Extracto libre de harina de frijol comdn bioprocesado, HFCB Lg=Extracto ligado de
harina de frijol coman bioprocesado.
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Efecto de extractos de fenolicos (500 mg/kg) de harinas de frijol crudo y frijol fermentado sobre la
capacidad antihipertensiva en ratas SHR

En el cuadro I, se describen las diferencias de presion sistolica [APAS (mmHg)] en SHR a cada tiempo de
medicion respecto a las 0 h para cada uno de los tratamientos estudiados a una concentracion de 500 mg/kg. Las
disminuciones significativas de PAS fueron indicadas en el cuadro | con asterisco superindice, y fueron
determinadas con una prueba t Student para medias pareadas, como fue descrito en la seccion anterior. Se
observan diferencias significativas en la mayoria de los tratamientos. También, se realiz6 un ANOVA seguido de
una prueba de rangos multiples de Duncan con un valor de p <0.05, para separar las medias entre tratamientos que
presentaron una disminucion significativa de PAS vy las cuales fueron identificadas con asterisco superindice. Se
destacan las fracciones de fendlicos libres y ligados del frijol bioprocesado, ya que obtuvieron mayores
disminuciones de la PAS en comparacion con el control positivo (Captopril) a las diferentes horas de medicion, a
excepcion de las 6 h, en donde no se observaron diferencias significativas entre estos tres tratamientos. El
captopril provocd un descenso significativo en PAS a partir de las 3 horas después de administrar el tratamiento
hasta las 6 h de estudio, mientras que, los extractos de fendlicos libres y ligados de tempe de frijol causaron una
disminucion significativa de la PAS a partir de las 1.5 h después de la administracion de los tratamientos hasta las
6 h de estudio.

Cuadro I. Efecto de la administracion de extractos de compuestos fenolicos de harinas de frijol comln crudo y
bioprocesado (500 mg/kg) sobre la disminucion de la presion arterial sistolica [APAS (mmHg)] en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR).

t HFCC Lb HFCC Lg HFCBLb  HFCBLg Captopril

500 500 500 500 10 Control

h mg/kg ma/kg mg/kg mg/kg mg/kg negativo
1.5 -6.632* -5.27 -13.06%* -14.09 &* -8.25 0.172
3 -8.643* -12.9430* -24.36°* -22.34°* -7.820* 0.732
4.5 -5.99 -13.55%* -36.64° * -32.21°* -23.68%0* -1.242
6 -6.23 -13.842* -36.03°* -40.84°* -35.54°* 2.07°

*Los valores de PAS a los diferentes tiempos estudiados son diferentes estadisticamente de la PASpasa (@ 1as 0 h) (prueba t
Student para medias pareadas, p < 0.05, n=6). **¢¢ Las medias de APAS en un mismo renglén con la misma letra no son
diferentes (Duncan, p < 0.05). HFCC Lb=extracto libre de harina de frijol comun crudo, HFCC Lg=extracto ligado de
harina de frijol comdn crudo, HFCB Lb=Extracto libre de harina de frijol comdn bioprocesado, HFCB Lg=Extracto ligado
de harina de frijol comdn bioprocesado. El control negativo es agua desionizada (1mL/Kkg).

En el presente proyecto de investigacion, se estudio el efecto de la FES sobre la propiedad antihipertensiva de
extractos de fendlicos libres y ligados del frijol comun Azufrado Higuera. Los extractos de compuestos fendlicos
libres y ligados de frijol fermentado (tempe) a una concentracion de 500 mg/kg fueron los tratamientos que
causaron las mayores disminuciones [-36.03 mmHg (-15.80%) y -40.84 mmHg (-18.22%), respectivamente] en
los valores de la presion arterial sistolica (PAS) a los diferentes tiempos estudiados. La disminucién de PAS en
ratas hipertensas ocasionada por estos tratamientos no presenté diferencias significativas con el Captopril a las 6 h
de estudio, sin embargo, en tiempos menores a 6 h (1.5, 3, 4.5 h), posteriores a la administracién de los

tratamientos, los extractos de fendlicos libres y ligados de tempe de frijol (500 mg/kg) causaron una mayor
disminucién de PAS que las ratas tratadas con Captopril. Gonzéalez-Ramos (2011), administré un extracto fenélico
de semilla de chia a una concentracion de 400 mg/kg en ratas SHR, con un %DPAS del 16.7%, sin embargo, este
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se observo hasta las 24 h después de haber administrado el tratamiento. Asimismo, Paredes-Carrera (2015) obtuvo
una mezcla purificada de flavonoides a partir de citricos (limén y toronja) y cacao, a una concentracion de 100
mg/kg. Su mayor %DPAS se present6 hasta las 6 semanas posteriores a su administracion, con un 24%. Estos
resultados reflejan que, en la presente investigacion, siendo el extracto fendlico una mezcla de diversos
compuestos bioactivos como acidos fendlicos y flavonoides, son comparables con los resultados de potencial
antihipertensivo reportado en la literatura. Suzuki y col (2002), administraron acido ferulico puro a una
concentracion de 50 mg/kg en ratas SHR, obteniendo un %DPAS del 11% a las 6 h, asi como también, en el 2006
administraron &cido clorogénico (300 mg/kg), obteniendo un 14% de disminucion a las 9 h. Asimismo, Quifiones
y col (2013), administraron una mezcla purificada de proantocianidinas (250 mg/kg) en donde se destacé la
presencia de quercetina y kaempferol, y reportaron una disminucion de la PAS de -31.77 mmHg a tan solo 2 h de
haber administrado el tratamiento. Se ha reportado la presencia de acidos fendlicos en el frijol comin como el
acido ferulico y clorogénico, ademas de flavonoides como el kaempferol, por lo que se puede relacionar el efecto
antihipertensivo de los extractos fenolicos libres y ligados de esta leguminosa fermentada a la presencia de estos
compuestos. De esta manera, también puede relacionarse a la FES como la responsable del incremento de estos
compuestos y el consecuente aumento del potencial antihipertensivo, ya que el frijol crudo no demostré una
disminucién considerable de la PAS en comparacidon con el frijol bioprocesado. En conclusion, se puede decir que
el proceso de FES mejor6 significativamente la capacidad antihipertensiva en el frijol comin Azufrado Higuera, y
que el tempe de esta leguminosa representa una potencial alternativa natural para el control de la presion arterial
en personas que sufren de este padecimiento.
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