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RESUMEN:

Los rendimientos del frijol comdn disminuyen debido a un suministro de agua inadecuado durante la temporada de cultivo, lo
que lleva a una condicion de estrés hidrico. Sin embargo, esta condicién aumenta la sintesis de compuestos bioactivos. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes regimenes de riego sobre la capacidad de las semillas de frijol comdn
para inhibir las enzimas digestivas. En el campo, los tratamientos de riego fueron: 50/50, 50/100, 100/50 y 100/100 de
suministro de agua durante la etapa vegetativa/reproductiva. En el laboratorio, las semillas de frijol comdn se cocieron y
liofilizron para evaluar la inhibicion de a-amilasa, a-glucosidasa y lipasa pancredtica. Los resultados mostraron que, en general,
los tratamientos 50/50 y 50/100 fueron sobresalientes en la inhibicidn de las dos primeras enzimas, mientras que el tratamiento
50/50 tuvo la mayor capacidad para inhibir la lipasa pancreéatica. En conclusién, el suministro de agua durante el crecimiento
de la planta de frijol coman tiene una estrecha relacién con la sintesis fitoquimicos con capacidad para inhibir las enzimas
digestivas..
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ABSTRACT:

Common bean yields are decreased due to an inadequate water supply during the cropping season, leading to a water-stress
condition. Nevertheless, this condition increases the synthesis of bioactive compounds. The aim of this study was to evaluate
the effect of different irrigation regimes on the capacity of common bean seed to inhibit digestive enzymes. In the field,
irrigation treatments were: 50/50, 50/100, 100/50 and 100/100 of water supply during the vegetative/reproductive stage. In the
laboratory common bean seeds were cooked and freeze dry to evaluate inhibition of a-amilase, a-glucosidase and pancreatic
lipase. Results showed that, overall the 50/50 and 50/100 treatments were outstanding in the inhibition of the first two enzymes,
while treatment 50/50 had the greater capacity to inhibit the pancreatic lipase. In conclusion, the water supply during the
common bean plant growth has a close relationship with phytochemical synthesis with capacity to inhibit digestive enzymes..
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INTRODUCCION

El frijol comdn es la leguminosa de grano mas importante para el consumo humano directo. Se considera una fuente
importante de minerales, especialmente hierro y zinc, proteinas y carbohidratos, principalmente fibra dietaria y
oligosacaridos, asi como compuesto bioactivos como los polifenoles, fitoesteroles y saponinas (Beebe et al., 2013;
Xu et al., 2007). Sin embargo, ademas de su importancia nutrimental, los fitoquimicos juegan un papel importante
en el mecanismo de defensa contra diferentes factores bi6ticos y abiéticos como los plagas y patdgenos, altas y
bajas temperaturas y sequia, entre otros (Jansen et al., 2009; Kigel, 1999).

Bajo el contexto anterior, la sequia esté relacionada con una distribucion desfavorable de lluvia durante el periodo
de crecimiento de la planta y las fluctuaciones en la precipitacion que se presentan afio con afio, lo que constituye
un obstaculo importante para la produccidn, crecimiento y rendimiento del cultivo del frijol. Los bajos rendimientos
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estan ampliamente relacionados con la sequia que pudiera existir durante el crecimiento de la planta ya que, ante
este fendmeno, la humedad del suelo en la zona radicular no satisface los requerimientos hidricos (Karam et al.,
2009). No obstante, se ha reportado que la sequia estimula la expresion de genes relacionados con la activacion de
mecanismos de defensa, lo que permite un incremento en la sintesis de fitoquimicos con propiedades funcionales
(Jiang et al., 2007). Debido a lo anterior, resulta necesario optimizar el proceso de irrigacion en la produccion del
cultivo del frijol comun con el propdsito de incrementar su contenido de fitoquimicos sin comprometer los
rendimientos finales del grano.

Se ha reportado diferentes resultados experimentales relacionados con la utilizacion de estrategias de déficit hidrico,
durante etapas fenologicas especificas de diferentes cultivos, entre los que se puede mencionar avena (Ali et al.,
2007), maiz (Cakir, 2004), papa (Fabeiro et al., 2001) vy frijol (Webber et al., 2006); sin embargo, las variables
respuesta analizadas se limitan a componentes agronémicos de las plantas, como el rendimiento del grano o fruto,
es decir, existe una falta de informacion en relacion a la utilizacion de esta estrategia de produccién y la sintesis de
fitoquimicos que denoten los cambios metabdlicos y bioquimicos presentes en plantas de interés agricola sujetos al
déficit. Por otro lado, diferentes autores han evaluado el efecto de un estrés hidrico sobre la concentracion de algunos
fitoquimicos en la semilla de frijol, como aminoacidos, proteinas, oligosacaridos y polifenoles, no obstante, la
suspension del suministro del agua se realizd en la etapa reproductiva, sin intencion de llevar a cabo alguna
estrategia de produccién (G. de Mejia et al., 2003; Herrera et al., 2014).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue realizar la produccién de frijol bajo diferentes niveles de humedad
(incluyendo déficit hidrico) durante las dos fases de desarrollo de la planta del frijol, con el fin de identificar cambios
en la capacidad del frijol comun para inhibir enzimas digestivas.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de las parcelas experimentales. La siembra de frijol se realiz6 en el ciclo P-V del 2016, utilizando
la variedad de frijol Flor de Junio Dalia con una densidad de siembra de 40 kg ha-1 en surco sencillo de 76 cm de
ancho. La separacién entre plantas fue de aproximadamente 10 cm para una poblacién de 131 mil plantas por ha.
Se fertiliz6 con base al muestreo inicial de suelos, con la formula 50 — 60 — 30, aplicando la mitad del fertilizante
al momento de la siembra y el resto en el primer riego de auxilio.

Para regar el area experimental se instalé tuberia presurizada para conducir el agua desde la fuente de
abastecimiento. También se instal6 hidrantes cada 36 m a lo largo de la tuberia de conduccidn para conectar tuberia
de compuertas con que se rego el area adyacente al experimento. Para el riego de las parcelas experimentales se
utilizo tuberia de 38.1 mm de didmetro, con conexiones para la unién de una manguera y un medidor volumétrico
calibrado con el cual se aplic de manera precisa el volumen de agua requerido.

Los niveles de humedad que se manejaron durante el experimento fueron: 50/50 porciento de humedad aparente (%
HA) del suelo durante la etapa vegetativa/reproductiva, 50/100, 100/50 y 100/100. Y se siguié un disefio
experimental en bloques al azar con tres repeticiones.

Preparacion de las muestras de frijol. Después de que las plantas de frijol alcanzaron la madures fisioldgica, se
cosechd y trill6 cada muestra por separado. En laboratorio, se coci6 la semilla de frijol y se liofilizé con agua de
coccion a 90 °C, posteriormente se liofiliz6 las muestras y se molieron con ayuda de un molino doméstico (KRUPS)
para almacenar a 4 °C hasta su analisis.

Se obtuvo un extracto de las muestras de frijol cocido liofilizado mezclando 1 g de harina de frijol con 10 mL de
solucion de extraccion que contenida acetona:agua:acido acético 69.5:0.5:30 v/v/v y se dejo en agitacion a 60 RPM
durante 24 h protegiendo de la luz.

Inhibicion de la a-amilasa.

La actividad de a-amilasa se determino6 de acuerdo con la metodologia propuesta por Kandra et al (2005). Por lo
tanto, 50 uL del extracto acetonico de las muestras de frijol y 50 uL de a-amilasa de Bacillus subtilis (50 U/mg) se
preincubaron durante 20 minutos en un bafio de agua a 37 ° C. El sustrato fue almiddon (1%) preparado en tampén
de fosfato a pH 7,0 con 38 mmol/l de NaCl. Después de la adiciéon de 100 uL del sustrato, la mezcla se incub6
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durante 2 h. El producto (glucosa) se cuantific6 mediante el método de glucosa oxidasa-peroxidasa con un kit
comercial (RANDOX) y se midi6 a 500 nm.

Inhibicion de la a-glucosidasa. La inhibicion de la a-glucosidasa se analizo utilizando 50 ul de solucion de extracto
de frijol y 100 pl de tampodn de fosfato 0.1 M (pH 6,9) que contenia una solucion de a-glucosidasa (1.0 U/ml) y se
incubd en placas de 96 pocillos a 25 © C durante 10 min. Después de la preincubacion, se afiadieron 50 pl de solucion
de p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido 5 mM en tampon de fosfato 0.1 M (pH 6,9). Las mezclas de reaccion se
incubaron a 25 ° C durante 5 min. Antes y después de la incubacion, las lecturas de absorbancia se registraron a 405
nm mediante un lector de microplacas (MultiScan Go, Thermo Scientific) y se compararon con un control que tenia
50 pl de solucion tampon en lugar del extracto (Apostolidis et al., 2007).

Inhibicion de la lipasa pancreatica. La lipasa pancreatica de porcino tipo Il se disolvié en agua ultrapura a 10
mg/ml; posteriormente se usé el sobrenadante después de centrifugar la solucion a 16,000 rpm durante 5 min. El
tampon para el ensayo fue buffer Tris 100 mM (pH 8,2) y se utiliz6 laurato de p-nitrofenilo (PNP) como sustrato a
concentracion de 0,08% p/v de laurato de PNP disuelto en acetato sddico 5 mM (pH 5,0) que contenia Triton X-
100 al 1%. Esta solucion se calentd en agua hirviendo durante 1 minuto para ayudar a la disolucion, se mezcl6 bien
y luego se enfrié a temperatura ambiente.

En el ensayo cada tubo contenia 400 pL de tampon de ensayo, 450 uL de solucidn de sustrato y 150 uL de lipasa.
Para el caso de los extractos de frijol, se agregaron 450 L y se incluyd un control que contenia el mismo volumen
en buffer de Tris 100 mM. Las muestras se incubaron a 37 ° C durante 2 h. Luego las muestras se centrifugaron a
16,000 rpm durante 2,5 minutos y se leyeron a 400 nm en un lector de microplacas (MultiScan Go, Thermo
Scientific) (McDougall et al., 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la inhibicion de enzimas digestivas son una variable importante en el potencial nutracéutica de
un alimento (McDougall et al., 2009), en el caso del frijol, se ha demostrado que reduce la concentracion de glucosa
en sangre y triglicéridos (McCarty et al. 2015; Zhang et al. 2013); por lo tanto, la evaluacion de la inhibicién de
las enzimas digestivas in vitro representa un enfoque preliminar del potencial bioldgico del frijol sometido a los
diferentes niveles de humedad segin su etapa de desarrollo. La a-amilasa pancreética hidroliza el almidon a
oligosacéridos, que luego son hidrolizados a glucosa por a-glucosidasa intestinal. La lipasa pancredtica hidroliza
los triglicéridos a los &cidos grasos libres y es responsable de la hidrélisis del 50-70% de las grasas totales de la
dieta (Figueroa-Pérez et al., 2014).

En la Tabla 1 se observa que existe una diferencia significativa (P<0.05) entre la capacidad que tiene el grano de
frijol obtenido de las plantas cultivadas bajo el tratamiento 50/50 y 100/50; de manera interesante, el resto de los
tratamientos no tuvieron la capacidad de inhibir la enzima. Esto pudiera estar relacionado con el hecho de que los
tratamientos 50/50 y 100/50 activaron la sintesis de fitoquimicos capaces de inhibir esta enzima en particular, ya
sea por el déficit hidrico presente durante todo el ciclo de crecimiento de la planta o solamente durante la etapa
reproductiva, respectivamente.

Tabla 1. Capacidad de frijol sometido a diferentes niveles de humedad para inhibir la a-amilasa.

HA % etapa

vegetativa/reproductiva % de inhibicion
50/50 1.77+£0.01b
50/100 NI

100/50 14.16 £ 2.50 a
100/100 NI

Los datos se expresan como la media + la desviacion estandar, letras diferentes entre barras indican diferencia
significativa (P<0.05) con la prueba de t de Student. HA, humedad aparente.
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Figura 1. Capacidad de frijol sometido a diferentes niveles de humedad para inhibir la a-glucosidasa.

En contraste, la capacidad que tuvo el frijol obtenido de los diferentes tratamientos, para inhibir la a-glucosidasa
fue cuantificable por todos los materiales analizados. Sin embargo, los tratamientos 50/50 y 100/50 fueron
nuevamente mas eficientes en la inhibicién, en comparacién con el resto de los tratamientos. Estos resultados
sugieren que ambos tratamientos de humedad aparente del suelo permiten el incremento de metabolitos con
capacidad para inhibir enzimas involucradas con el metabolismo de los carbohidratos, lo que pudiera sugerir que el
déficit de humedad durante el crecimiento de las plantas de frijol permite cosechar semilla de frijol con un mayor
efecto hipoglucemiante.

Los datos se expresan como la media + la desviacion estandar, letras diferentes entre barras indican diferencia
significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey. HA, humedad aparente

Finalmente, en cuanto a la capacidad del frijol para inhibir la lipasa pancreética, la Figura 2 muestra que el
tratamiento 100/100 fue el mas sobresaliente con un porcentaje de inhibicidn cercano al 12% seguido del tratamiento
100/50. Esto indica que el déficit hidrico durante el completo ciclo de desarrollo de las plantas de frijol y durante la
etapa reproductiva de las mismas reduce esta capacidad.

Estos resultados demuestran que los niveles de humedad y su interaccion con la etapa de crecimiento de la planta
estan ampliamente relacionados con la sintesis de fitoquimicos que pudieran estar relacionados con este efecto. En
previos trabajos del grupo de trabajo, se ha reportado que el suministro de agua de riego en el cultivo de frijol de la
variedad Flor de Junio Dalia modifica la concentracién de fenoles totales, flavonoides, taninos condensados y
antocianinas (Herrera et al., 2018a) y carbohidratos no digeribles como la fibra dietaria y el almidon resistente
(Herrera et al., 2018b), siendo en general los tratamientos 50/50 y 50/100 los que muestran mayor concentracion
de estos constituyentes, lo que pudiera explicar los datos obtenidos en su capacidad para inhibir las enzimas
involucradas en el metabolismo de la glucosa. No obstante, se sugiere realizar estudios adicionales que impulsen la
generacion de informacion complementaria de la capacidad que tiene el déficit hidrico para mejorar la calidad
funcional del alimento.
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Figura 2. Capacidad de frijol sometido a diferentes niveles de humedad para inhibir la lipasa pancreatica.

Los datos se expresan como la media + la desviacion estandar, letras diferentes entre barras indican diferencia
significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey. HA, humedad aparente.

CONCLUSION

Los resultados de este estudio demuestran que las condiciones de cultivo de cualquier producto agricola afectan la
calidad del alimento, es posible manipular dichas condiciones con el propésito de obtener productos de alta calidad
funcional. En este sentido, la blsqueda de estrategias que ademas de mejorar la calidad, tengan por objetivo mejorar
el paquete tecnoldgico en la produccion agricola es ampliamente recomendable, tal es el caso del suministro de
agua de riego, ya que se puede optimizar la utilizacion de este recurso en el sector agricola, y obtener alimentos con
mayor beneficio al consumidor.
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