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RESUMEN GENERAL

Actualmente, debido al mayor conocimiento y conciencia de los ingredientes de
los alimentos y la preferencia de consumo de alimentos que no afectan al medio
ambiente, mas personas eligen consumir proteinas de origen vegetal. El frijol es
considerado como una alternativa de fuente de proteinas econdémicas con un
perfil completo de aminoacidos, actividad biolégica y propiedades funcionales.
Sin embargo, no existe suficiente informacion acerca de las proteinas del frijol
ayocote (Phaseolus coccineus L.). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar las propiedades tecno-funcionales de las proteinas del frijol ayocote
y su actividad biolégica, asi como de sus hidrolizados, los cuales se obtuvieron
mediante una hidrdlisis secuencial con pepsina y pancreatina. Como resultado,
las proteinas presentaron propiedades espumante, emulsificante y gelificante. Se
observd un aumento significativo en la capacidad espumante de las proteinas de
frijol tratado térmicamente, mientras que la capacidad emulsionante fue
influenciada por la solubilidad de las proteinas. A pH 7 se observo la formacion
de geles con una concentracion minima de gelificacion de 12 % (p/v). Por su
parte, las proteinas y sus hidrolizados presentaron actividad antioxidante sobre
los radicales DPPH y ABTS, mayor actividad en los hidrolizados de frijol que fue
sometido a tratamiento térmico, asi mismo, todas las muestras presentaron
concentraciones de compuestos fendlicos, los cuales pudieron haber contribuido
con la actividad antioxidante. Por otra parte, las proteinas y sus hidrolizados
presentaron inhibicion sobre la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I),
mayor actividad en la muestra sin hidrolizar. Se concluyd que las proteinas del
frijol ayocote pueden ser una alternativa para ser incorporadas en matrices
alimentarias con el objetivo de mejorar sus propiedades fisicas, ademas al
presentar actividad bioldgica pueden ser incorporados en alimentos para
atribuirles propiedades nutracéuticas.

Palabras clave: Phaseolus coccineus, proteinas, propiedades tecno-

funcionales, hidrélisis  enzimatica, actividad  antioxidante, actividad
antihipertensiva.
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GENERAL ABSTRACT

Currently, due to the increased knowledge and awareness of food ingredients and
the preference to consume environmentally friendly foods, more people are
choosing to consume plant-based proteins. Beans are considered an affordable
alternative protein source with a full profile of amino acids, biological activity, and
functional properties. However, no sufficient information on the proteins of the
ayocote bean (Phaseolus coccineus L.) is available. Therefore, this paper aims to
evaluate the techno-functional properties of the proteins of the ayocote bean and
its biological activity, as well as its hydrolysates which were obtained by sequential
hydrolysis with pepsin and pancreatin. As a result, the proteins exhibited foaming,
emulsifying and gelling properties. A significant increase in the foaming capacity
of heat-treated bean proteins was observed, while the emulsifying capacity was
influenced by protein solubility. At pH 7, gel formation was observed with a
minimum gelation concentration of 12 % (w/v). Proteins and their hydrolysates
showed antioxidant activity on DPPH and ABTS radicals, with greater activity in
bean hydrolysates that were subjected to heat treatment; likewise, all samples
showed concentrations of phenolic compounds, which could have contributed to
the antioxidant activity. On the other hand, the proteins and their hydrolysates
showed inhibition of angiotensin I-converting enzyme (ACE-I), with greater activity
in the unhydrolyzed sample. It was concluded that ayocote bean proteins can be
an alternative to be incorporated in food matrices with the objective of improving
their physical properties, in addition to presenting biological activity, they can be
incorporated in foods to attribute nutraceutical properties to them.

Key words: Phaseolus coccineus, proteins, techno-functional properties,
enzymatic hydrolysis, antioxidant activity, antihypertensive activity.
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1. INTRODUCCION GENERAL

México es considerado como el centro primario de domesticacion y diversidad
genética del frijol, y este, junto con el maiz, han sido la base de la alimentacién
de los mexicanos. Su valor nutricional se fundamenta principalmente en su alto
contenido de proteinas (14 a 33%) y el valor biolégico de las mismas
(Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
[FAQ], 2016).

A partir de los componentes de las proteinas, se obtienen moléculas
nitrogenadas que permiten conservar la estructura y el crecimiento de los que las
consumen, siempre y cuando sean consumidas en cantidades adecuadas y sean
combinadas con otros elementos esenciales de la dieta, ademas, en lo que
respecta a la agroindustria alimentaria estas destacan principalmente por sus
propiedades funcionales, las cuales causan una mejora en las caracteristicas del
producto final (Badui, 2006; Quesada & Gomez, 2019; Jara-Romero et al., 2019).

En consecuencia, ademas de las propiedades nutricionales y funcionales de las
proteinas, en la actualidad se ha optado por la obtencion de péptidos bioactivos
mediante hidrolisis enzimatica (Martinez-Medina et al., 2019), los cuales son una
secuencia de aminoacidos que se unen covalentemente a través de enlaces
peptidicos (Yang et al., 2021) y cuyos efectos positivos en sistemas fisiologicos,
como el sistema inmune, nervioso y sistema digestivo han sido demostrados,
entre ellos los que presentan actividad antioxidante y los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina | (ECA-I), la cual es precursora de la hipertension

arterial (Martinez-Medina et al., 2019),.

Existe evidencia cientifica que afirma que a través de los afios se han buscado
alternativas para disminuir el riesgo de la hipertension arterial, sin embargo, a
pesar de que se han obtenido diversos farmacos, estos han demostrado producir
ciertas reacciones secundarias en el organismo, por lo que se han propuesto
alternativas para inhibir a la ECA-I, como péptidos inhibidores de la ECA-I
derivados de alimentos (Kamal, et al., 2021)



Por otra parte, existen enfermedades que se generan a través del estrés oxidativo
de las células, tales como la aterosclerosis, artritis, diabetes, cancer, entre otras
(Sarmadi & Ismail, 2010), para prevenir dicha oxidacién es necesario el consumo
de alimentos que contengan agentes antioxidantes. Se ha encontrado que
después de una reaccion de hidrdlisis sobre las proteinas, algunos péptidos
bioactivos ejercen actividad antioxidante, este mecanismo lo adquieren debido a
que en la ruptura de los enlaces peptidicos quedan expuestas las cadenas
laterales de los amino&cidos més activos reduciendo asi la oxidacion (Yang et
al., 2021).

En la actualidad, la principal fuente de extraccion de los péptidos bioactivos con
actividad bioldgica son los obtenidos a partir de las proteinas de origen animal,
sin embargo su produccion afecta considerablemente algunos recursos no
renovables, aunado a lo anterior, el aumento de la poblacion y las predicciones
de este aumento hasta 9 mil millones de habitantes en el mundo en el 2050 ha
generado cierta incertidumbre acerca de la mayor demanda en las proteinas,
debido a que este es el segundo macronutriente de mayor importancia en la
alimentacion humana, por lo que cambiar los patrones de alimentacion y
consumir en menor cantidad proteinas de origen animal y reemplazarlas por
proteinas de origen vegetal es una alternativa para reducir el impacto ambiental
(Flachowsky, Meyer & Studekum, 2017; Kamal, et al., 2021).

Al respecto existe evidencia cientifica que afirma la obtencion de péptidos con
actividad biologica a partir de proteinas del frijol comun, frijol lima, frijol bayo
(Ciau-Solis et al., 2017; Schisano et al., 2019; Tovar-Benitez et al., 2020), sin

embargo, no existe suficiente informacion acerca del frijol ayocote.

Hipotesis 1. Los aislados de proteinas de frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.)

obtenidos poseeran propiedades tecno-funcionales.

Hipotesis 2. Los hidrolizados obtenidos a partir de aislados de proteina de frijol
ayocote (Phaseolus coccineus L.) mediante condiciones gastrointestinales

simuladas, presentaran actividad antihipertensiva y antioxidante.


https://sciprofiles.com/profile/author/ak10b3dTNDBiRHl0SkYwam0yaU5tZFk0QlpRRkRsNVFheFRBTnlRd2JCWT0=

En consecuencia, para comprobar las hipétesis de esta investigacion se
plantearon como objetivos generales: a) Aislar proteinas de frijol ayocote
(Phaseolus coccineus L.) y evaluar sus propiedades tecno-funcionales y b)
realizar una hidrdlisis enzimatica a las proteinas aisladas y evaluar su actividad

antihipertensiva y antioxidante.

Para el cumplimiento del objetivo general, se plantearon como objetivos
especificos: a) obtener harina de frijol ayocote (cruda y cocida), b) obtener
extractos proteicos de las harinas, c) cuantificar y caracterizar las proteinas
aisladas, d) evaluar las propiedades tecno-funcionales de las harinas y de las
proteinas aisladas del frijol ayocote, e) realizar una hidrolisis enzimatica bajo
condiciones gastrointestinales simuladas en las proteinas aisladas, determinar
su grado de hidrdlisis y rendimiento, d) evaluar la actividad antihipertensiva y

antioxidante de las proteinas aisladas y de los hidrolizados proteicos obtenidos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Leguminosas

Las leguminosas pertenecen a la familia de las Fabaceaes, y se caracterizan
principalmente por poseer su fruto en forma de legumbre. De acuerdo con la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
son el tercer grupo de plantas mas numerosas que existen en el planeta y debido
a su alto contenido en proteinas (14 a 33 %) y fibra (14 a 19 %), han sido la base
de la alimentacion humana en los paises en vias de desarrollo (FAO, 2016). De
las aproximadamente 150 especies destinadas para la alimentacién animal y
humana, los frijoles de Phaseolus spp. son de los mas relevantes de acuerdo con
el estandar de Codex Alimentarius (Olmedilla et al., 2010).

2.1.1 El frijol

El frijol es una planta herbacea de tallos delgados y débiles, cuadrangulares,
hojas trifoliadas, &apice acuminado, laterales tubulosos, normalmente este
alcanza una altura de 50 a 70 cm y sus raices se desarrollan con una raiz
pivotante principal y muchas ramificaciones, ademas su fruto es una vaina
suavemente curvada y dehiscente cuando estd madura, en su interior, las
semillas pueden ser oblongas, ovales o redondeadas, dependiendo de la
especie, poco comprimidas y de color café, negro, rojo moteadas (Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion [SAGARPA],
2017).

El frijol se origin6 y domesticO en Ameérica Latina, teniendo dos origenes:
Mesoamérica y los Andes hace aproximadamente 100, 000 afios (Lara, 2015).
Respecto a México, se sabe que este se domesticO de manera independiente
hace aproximadamente 8000 afios en el Valle de Tehuacan, Puebla (Hernandez-
Lopez et al., 2013).

La importancia del cultivo de frijol (Phaseolus spp.) en el mundo, radica

principalmente en su calidad nutricional, y su amplia distribucién en todo el

4



planeta, esto debido a su adaptabilidad a los diversos climas, los diferentes
meétodos de cultivo, su amplio uso y su gran variabilidad morfolégica (Broughton
et al., 2003). En el afio 2017, se reportaron 33.8 millones de hectareas cultivadas
en el mundo, concentrandose la mayor produccion en seis paises: India,
Myanmar, Brasil, Estados Unidos, China y México (Fideicomisos Instituidos en

Relacion con la agricultura [FIRA], 2019).

Respecto a México, en el afio 2018, el frijol ocup6 la tercera posicion en
importancia por superficie sembrada (1.675 millones de hectareas), después del
maiz, los pastos y las praderas, considerandose como una especie de
importancia econdémica para el pais debido a que ocupé la 13va posicién en el
valor de la produccion agricola nacional, con una participacion del 2.1 %, misma
gue ha presentado un crecimiento de 4.6 % en promedio anual, (1.1 millones de
toneladas) (Centro de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la
Soberania Alimentaria [CDRSSA], 2020).

De las 150 especies de frijol destinadas al consumo animal y humano, 70 han
sido reportadas en nuestro pais, de las cuales solo cinco han sido domesticadas:
frijol comuan (P. vulgaris), frijol lima (P. llunatus L.), frijol ayocote (P. coccineus L.),
frijol tepary (P. acutifolius Gray) y frijol petaco (P. polyanthus Green) (Ruiz, 2009),
entre estos, los mas consumidos en el pais son el frijol coman y el frijol ayocote,

sin embargo, el fitomejoramiento se ha enfocado en el frijol comun (FIRA, 2016).

Respecto al consumo per capita del frijol, en el afio 2019 se registré6 un consumo
promedio de 7 kg por persona al afio, comparado con afios anteriores (2012; 11
kg), se ha observado una disminucion considerable (CEDRSSA, 2020), la cual
se atribuye a la migracién, urbanismo, cambios en el poder adquisitivo de la
poblacion en general y la mayor incorporacion de la mujer en el campo laboral
(FIRA, 2016). Respecto a las preferencias de consumo, se seccionan de la
siguiente manera: parte norte y noroeste; pinto y azufrado, parte centro; flor de

mayo Y flor de junio, y parte sur y sureste; negro (CEDRSSA, 2020).



2.1.2 Frijol ayocote

El frijol ayocote (Phaseolus coccineus) es originario de las partes altas de
Mesoameérica y ha sido domesticado desde hace aproximadamente 2200 afios
en el Valle de Tehuacan, Puebla (Salinas, 1988; Vargas-Vazquez et al., 2011).
En México, se cultiva como una planta anual o bianual y puede sembrarse en
monocultivo o asociado con maiz, arboles frutales o incluso con otras especies
de frijol (Vargas-Vazquez et al., 2011). Este es considerado como una planta de
altura debido a que se han encontrado colectas de esta leguminosa en altitudes
de entre los 1400 a 2600 metros sobre el nivel del mar (msnm) (Vargas-Vazquez
et al., 2012).

Lépez et al. (2005), mencionan que es una de las especies que se adaptan a un
mayor nimero de tipos climaticos y a un mayor intervalo climatico del territorio
nacional (templado, célido y semicalido, arido y semiarido, semifrio y frio).
Ademas, se ha reportado que, en comparacion con el frijol comun, tiene mayor
resistencia a ciertas enfermedades como el virus del mosaico comun, virus del
mosaico dorado, tizén de halo (Pseudomonas syringae Van Mall), tiz6n comun
(Xanthomonas campestris pv phaseoli Smith), entre otras (Ruiz-Salazar et al.,
2021).

Se ha reportado que el frijol ayocote es la segunda especie mas consumida en
México, principalmente en el centro del pais en donde se concentra al menos un
tercio de la poblacién nacional, del cual, muchos de ellos son migrantes de los
estados donde se cultiva, principalmente Puebla y Veracruz, sin embargo, no se
ha considerado en las estadisticas oficiales debido a que la superficie sembrada
y la produccion total se incluye en las cifras del frijol comun, lo anterior es debido
a las preferencias de los consumidores, los cuales no se basan en la especie sino
principalmente en el color o tipo de grano, cabe mencionar que en las regiones
donde se cultiva, su uso es principalmente para autoconsumo y como maximo se

oferta en mercados ambulantes o tianguis (Ruiz-Salazar et al., 2021).



2.1.3 Importancia del frijol en la alimentacion

El frijol en México es considerado uno de los alimentos mas nutritivos, debido a
la gran cantidad de macro y micronutrientes que aporta, demostrando que juega
un papel muy importante en la salud de los mexicanos (Galvez & Salinas, 2015),
esto principalmente en las regiones de mayor marginacion, las cuales no tienen
acceso a alimentos de mayor costo, como productos de origen animal que
aportan cantidades significativas de proteinas, macronutrientes de gran
importancia en la alimentacién humana (Jacinto-Hernandez et al., 2019).

El frijol ayocote posee entre 15 - 24 % de proteinas, 68% de carbohidratos,
siendo el almidén el componente mayoritario en esta leguminosa, asi mismo, el
contenido en lipidos oscila entre 1.6 - 3.8 %, mientras que el contenido de
minerales se encuentra entre 3.5 - 3.8 %, siendo los principales el sodio (12 mg),
potasio (1.3 mg), calcio (116 mg), hierro (5.9 mg) y zinc (2.8 mg) (Reyes et al.,

2008; Teniente-Martinez, Gonzalez, Carifio-Cortés & Bernardino-Nicanor, 2016.).

En el Cuadro 1 se observa la composicién quimica de diferentes especies de
frijol, la variacion en cada especie puede ser debido a diversos factores como: la
variedad, localizacidbn geogréfica, condiciones de crecimiento, entre otros
(Bolafios, 2011). Indiscutiblemente, el frijol en general conforma la base de la
alimentacion en México debido a su alto contenido de proteinas y el valor
biolégico de las mismas.

Cuadro 1. Composicién quimica de diferentes especies de leguminosas

. P. P. P. V. Cajanus
Leguminosa . . ;
coccineus | vulgaris lunatus | umbellata | cajan
Proteina 18.9 23.32 24.8 22.42 19.93
Lipidos 1.6 3.53 2.3 0.1758 1.06
Fibra 6.9 3.66 55 4.20 8.68
Cenizas 4.0 4.60 4.2 4.13 2.89
Carbohidratos | 67 NR 63.3 69.07 NR




Pérez- . .
Alvarado- Garcia- Garcia

Fuente Lopez et Z‘ddzlglom gltavarrztle Alanis et | et al.,
al., 2019 N " lal., 2019 2012

2006
NR: no reportados

2.2 Concepto general de proteinas

Las proteinas son biomoléculas conformadas por una secuencia de aminoacidos
(moléculas compuestas por un grupo amino y acido carboxilico), la unién de
dichos aminoéacidos es posible a través de un enlace peptidico, en donde el grupo
carboxilico del aminoacido y el grupo amino de otro se unen a través de un enlace
covalente con la pérdida de una molécula de agua, el producto de tal unién es un
dipéptido, posteriormente, el grupo carboxilo libre del dipéptido reacciona de
manera similar con el grupo amino de un tercer aminoacido y asi sucesivamente
(Badui, 2006).

A los aminoacidos modificados después de la sintesis de la proteina se les
denomina residuos de aminoacidos, la union de un bajo nimero de aminoéacidos
da lugar a un péptido, por lo que si el numero de residuos de aminoacidos es
menor a 10 se le denomina oligopéptido, si es superior a 10 se le llama
polipéptido y si el nUmero es superior a 50 se le considera bajo el término de
proteinas (Guillén, 2009).

La secuencia de aminodcidos y su estructura les confiere a las proteinas
diferentes propiedades fisicoquimicas, ademas de una actividad biolégica
especifica, ya sea de estructura, enzima, hormonas, transportadores,
mensajeros, componentes del sistema inmune; entre otras (Quezada y Gémez,
2019).

2.2.1 Estructura de las proteinas

La estructura de las proteinas se clasifica en cuatro niveles diferentes (Guillén,
2009).
e Primaria: determinada por el nUmero y secuencia de aminoacidos unidos

covalentemente por enlaces peptidicos.



e Secundaria: la cadena principal de la proteina adoptar multiples
conformaciones en el espacio formadas mediante el plegamiento por
repulsion de los aminoacidos hidrofébicos, la atraccion de aminoacidos
cargados, la formacion de puentes disulfuro o por la ayuda de otras
proteinas.

e Terciaria: proteinas enrolladas que adoptando diferentes posiciones en el
espacio.

e Cuaternarias: proteinas multiméricas mayores, formadas a partir de

proteinas agrupadas en varias cadenas polipeptidicas (o0 monémeros).

2.2.2 Importancia de las proteinas

Las proteinas poseen propiedades nutricionales, por su aporte de aminoacidos y
de sus componentes, en consecuencias sus moléculas nitrogenadas permiten un
optimo funcionamiento del organismo; asi mismo, pueden ser ingredientes de
productos alimenticios y, por sus propiedades funcionales, ayudan a establecer
la estructura y propiedades finales de diversos sistemas alimenticios (Quezada y
Gbomez, 2019; Jara-Romero et al., 2019).

El valor biolégico de las proteinas depende fundamentalmente de su composicion
de nueve aminoéacidos esenciales (Martinez & Martinez, 2006), siendo entonces,
el frijol ayocote uno de los alimentos con gran valor proteico al contener estos
aminoacidos esenciales (valina, isoleucina, treonina, fenilalanina, leucina, lisina
y menor cantidad triptéfano, metionina y cisteina) (Estrada, Alvarez, Acosta,
Bravo-Delgado y Altamirano-Fortoul, 2019), superando los valores de
requerimientos diarios recomendados por la FAO (Cuadro 2).

Cuadro 2. Perfil de aminoéacidos en harina de frijol ayocote

g/100 g FAO/OMS/ aminoacidos ¢/100 g FAO/OMS/

Aminoacidos de UNU * Esenciales de UNU *
No proteina proteina
esenciales de frijol de frijol
ayocote ayocote
Triptéfano 0.554 0.90 Acido 12.061 0.90
aspartico



Valina 5.537 1.80 Serina 6.312 0.50

Isoleucina 4.412 1.30 Acido 14.587 1.80
glutamico

Treonina 4.775 0.90 Prolina 4.082 0.60
Fenilalanina  5.875 1.90 Glicina 4.208 0.20
Leucina 8.388 1.90 Alanina 4,746 0.30
Lisina 10.404 1.60 Tirosina 3.075 0.50
Histidina 3.861 1.60 Arginina 5.669 0.50
Metionina+Ci 3.307 1.70

stenina

Fuente: Estrada et al., 2018.
* (FAO/OMS/UNU, 1985).

2.2.3 Proteinas de origen vegetal

El creciente aumento de la poblacién y las predicciones de aumento hasta 9 mil
millones de habitantes en el mundo en el 2050 ha generado cierta incertidumbre
acerca de la mayor demanda en las proteinas debido a que este es el segundo
macronutriente de mayor importancia en la alimentacién humana, debido a que
actualmente las fuentes tradicionales de proteinas son las de origen animal, sin
embargo, estas requieren una gran cantidad de tierra cultivable (115 millones de
hectareas) en comparacion con la produccién agricola (45.5 millones)
(Flachowsky et al., 2017; Quezada y Gomez, 2019; Torres y Rojas, 2019),
ademas, el consumo de alimentos carnicos trae consigo un uso mucho mayor de
agua que el de vegetales, por el ejemplo, producir un kg de carne vacuno requiere
el uso de 15, 400 litros de agua en comparaciéon de 4,100 litros por cada kg de

leguminosas (Mena Roa, 2022).

Se ha estimado que, en el afio 2050, la cantidad de cultivos dado para el consumo
del ganado podria exceder la utilizada para humanos, ademas, el creciente
namero de unidades ganaderas puede generar una mala calidad del agua
potable resultado de la lixiviacion de nitrato en las aguas subterraneas y los rios,
asi como la calidad del aire como resultado de las emisiones de amoniaco a la
atmosfera (Wilkinson & Lee, 2018).
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Una alternativa que actualmente representa una solucion para cubrir con la
demanda de proteinas, son las proteinas de origen vegetal, debido a su
accesibilidad, menores costos y adaptabilidad a condiciones edafocliméticas
extremas en muchas partes del mundo (Sim et al., 2021).

2.2.4 Digestibilidad de las proteinas

La digestibilidad de las proteinas de los alimentos se define como la relacion entre
el nitrégeno consumido respecto al absorbido. Se considera una digestibilidad
igual a 100 cuando la totalidad del nitrégeno ingerido es totalmente absorbido.
Por consiguiente, evaluar dicho parametro es util para determinar la cantidad que
Se precisa para proporcionar una tasa de aminoacidos esenciales que asegure
el crecimiento y el mantenimiento y para conocer los cambios del valor nutritivo
de las proteinas durante el procesado, de manera que se puedan elegir

condiciones que reduzcan las pérdidas de calidad (Fennema, 2000).

La digestibilidad de las proteinas se puede determinar por varios métodos, entre
los cuales se encuentran, la digestibilidad in vivo, aparente o verdadera, directa
o indirecta, sin embargo, estas presentan algunos inconvenientes como el tiempo
de ejecucion, la cantidad de alimento empleado, el costo y el manejo de animales
(Malca, Lucas, Arbaiza, Carcelén & San Martin, 2006). Por otra parte, se emplean
métodos enzimaticos para evaluar la digestibilidad in vitro, ya sea por la
disminucion de pH después de la adicién de una mezcla enzimatica o bien, por
la cantidad de NaOH requerida para mantener constante el valor del pH durante

una digestién desarrollada a nivel laboratorio (Badui, 2006).
2.2.5 Propiedades tecno-funcionales de las proteinas

La importancia de las proteinas en la industria alimentaria radica principalmente
en sus propiedades tecno-funcionales, las cuales proporcionan informacion
acerca de su comportamiento dentro de mdltiples sistemas alimenticios y son
afectadas principalmente cuando estas son sometidas a diferentes tratamientos

térmicos, fisicos, quimicos entre otros; provocando alteraciones en su estructura
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y en la desnaturalizacion de las mismas (Pacheco, Mercado, Santos & Atrrieta,
2019), dichas propiedades estan determinadas por sus caracteristicas de
hidratacion (solubilidad, absorcion y retencion de agua), de superficie (capacidad
espumante y emulsificante) y su comportamiento reolégico (gelificacion vy
viscosidad) (Allende, 2016).

Capacidad de formacion de espuma

Las espumas consisten en una fase continua acuosa y una fase dispersa
gaseosa, generalmente sirve para formar y estabilizar diversos alimentos, a partir
del batido, burbujeo o agitacion de la solucién proteica, en su superficie tienen la
capacidad de adsorberse rapidamente en una interfase, este fenébmeno ocurre
debido a la estructura que presentan, la cual permite el despliegue facilmente y
la reorientacion a una nueva interfase formandose un pelicula viscoeldstica

cohesiva a través de interacciones intermoleculares (Amagliani et al., 2017)

La capacidad de formacidén de espuma de las proteinas representa el aumento
relativo en el volumen de la solucién proteica resultante de la incorporacion de
aire y se expresan como sobre rendimiento o poder de espumado (Jarpa-Parra.,
2017), mientras que la estabilidad de espuma se refiere a la capacidad que tienen
las proteinas para estabilizar la espuma contra la gravedad y tensiones
mecanicas (Amagliani et al., 2017) Factores como el pH, sales, azlcares, lipidos,
concentracion de proteina y temperatura afecta considerablemente la estabilidad.

Capacidad emulsionante

Las proteinas, debido a sus propiedades anfifilicas, presentan gran importancia
en la industria alimentaria para la formacion de emulsiones (Jara-Romero et al.,
2019), lo anterior a través de sus grupos sulfhidrilo y disulfuro, los cuales
promueven la polimerizacion por los cambios conformacionales en la proteina
mediante una reaccion de intercambio sulfhidrilo-disulfuro, lo que produce que la
proteina se adsorba irreversiblemente a la interfaz desarrollando la formacién de

una pelicula altamente viscosa y alrededor de las gotitas a partir de interacciones
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no covalentes, formadas por el esfuerzo mecanico que evitan la coalescencia y
floculacion, mejorando asi la dispersion de estas y generando estabilidad en las

emulsiones (Jarpa-Parra, 2017).

Factores como las caracteristicas estructurales y quimicas, el grado de hidrdélisis,
el contenido y arreglo de aminoacidos, el peso molecular, las regiones
hidrofébicas y las condiciones del medio como la temperatura, el pH y efectos
ibnicos son de vital importancia para el desarrollo oportuno de la capacidad
emulsionante de las proteinas de las proteinas (Aguilar-Raymundo & Vélez-Ruiz,
2013).

Capacidad de retencion de aguay aceite

Las proteinas tienen la capacidad de retener agua y aceite debido su composicion
de aminoacidos, la conformacion estructural y la polaridad/hidrofobicidad de la

superficie (Lafarga, Alvarez, Villar6, Bobo & Aguil6-Aguayo, 2019).

La capacidad de retencién de agua se establece mediante interacciones ion-
dipolo, asi mismo, se unen al esqueleto del enlace peptidico, a los grupos amida
de Asny GIn, y al grupo hidroxilo de los residuos Ser, Thry Tyr por interacciones
dipolo-dipolo y su importancia radica en que estas pueden utilizarse en alimentos
Viscosos proporcionando cuerpo, espesamiento y viscosidad al mismo (Du et al.,
2018).

Por otra parte, la capacidad para retener aceite se debe principalmente a las
interacciones que ocurren a partir de enlaces hidrofébicos, electrostaticos, no
covalentes y puentes de hidrégeno que se da entre proteinas y lipidos (Avanza
et al., 2012), por lo que generalmente las proteinas con mayor cantidad de
residuos de aminoacidos hidrofébicos y no polares posen mejor capacidad de
retencion de aceite (Tan et al., 2016), lo que es deseable en la industria
alimentaria debido a que retiene mejor el sabor y mejoran su palatabilidad,
ademas de que son valores indicativos de una buena capacidad emulsificante
(Lafarga et al., 2019).
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Capacidad gelificante

Un gel es un sélido compuesto de al menos dos componentes, uno de los cuales
(polimero) forma una red tridimensional en virtud de enlaces covalentes o no
covalentes (geles quimicos y fisicos, respectivamente) en el medio del otro
componente (liquido), en el que la cantidad minima del liquido es suficiente para

garantizar las propiedades elasticas del gel (Rogovina et al., 2008)

La gelificacion de las proteinas se induce a partir del calentamiento, que produce
diversas reacciones como desnaturalizacién y desdoblamiento, disociacion,

asociacion y agregacion de las proteinas (Xia, Siu & Sagis, 2021).

Por lo tanto, la formacion de un gel proteico consiste en el despliegue de la
proteina a partir de una desnaturalizacion térmica, en donde la conformacion de
la proteina nativa se desdobla (exponiendo asi los grupos funcionales sulfhidrilo
o hidroéfobos) y ocurre una agregacion debido a la formacion de enlaces disulfuro
e interacciones hidrofobicas entre estos grupos, una vez que la concentracion de
proteina estd por encima de su punto critico de gelificacion, la agregacion da
lugar a la formacién de una estructura de gel (Batista, Portugal, Sousa, Crespo &
Raymundo, 2005).

Existen diversos factores que controlan las propiedades de gelificacion de las
proteinas, tales como la capacidad de los polipéptidos para interactuar entre si
después del tratamiento térmico a través de enlaces covalentes (enlaces
disulfuro y ditirosina, puentes de hidrogeno, atracciones electrostaticas e
interacciones hidrofobicas), asi mismo la secuencia y composiciéon de
aminoacidos, la estructura y condiciones del medio como concentracion de

proteina, pH, concentracion idnica y tratamiento térmico (Al-Ali et al., 2021).

2.3 Hidrolisis de proteinas

Los hidrolizados de proteinas son un conjunto de péptidos que poseen diferentes
tamanfos, los cuales son obtenidos a partir de la hidrélisis de proteinas, catalizada

por agentes quimicos o por enzimas. Los meétodos convencionales para la
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obtencion de péptidos son: hidrélisis quimica, microbiana y enziméatica (Ulug et
al., 2021), de las cuales, la hidrdlisis enzimatica es la que presenta mas ventajas
(Cuadro 3).

2.3.1 Hidrélisis enzimética

La hidrolisis enzimatica de proteinas consiste en la ruptura de los enlaces
peptidicos que estructuran las cadenas proteicas, catalizada por enzimas,
consumiéndose una molécula de agua en el ataque nucleofilico por cada enlace
roto, lo que provoca la obtencion de péptidos con un grupo amino y carboxilo en

sus cadenas laterales (Figueroa et al., 2012).
Factores que influyen en la hidrélisis enzimatica

Para la mejora del rendimiento, la composicién y la actividad funcional de los
péptidos obtenidos en la hidrélisis enzimatica, existen factores que deben ser
controlados, como especificidad de la enzima, tiempo de hidrolisis, relacion de
enzima-sustrato, pH, temperatura y concentracion del sustrato (Yang et al.,
2021).
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Cuadro 3. Método para la obtencion de péptidos

Método Ventajas Desventajas Referencias
Destruccion de los
aminoacidos serina y
Quimico treonina.
Uso de acidos y élcalis ] o Qamplos estrl_Jctl_JraIes de la Nasri, (2017): Mustétea et
que rompen enlaces Método facil y cisteina y metionina. _ ’
- . 7 ) al., (2019); Ulug et al.,
peptidicos para la econdmico Produccion del derivado de

obtencién de péptidos y
aminoacidos

Microbiano

Uso de microorganismos
responsables de sintetizar
enzimas que hidrolizan a
las proteinas para la
obtencion de péptidos

Péptidos obtenidos en
alimentos de ingesta
directa, no es necesaria
su purificacion.

Se puede realizar en
alimentos en estado
sélido o liquido.

lisinoalanina indeseable en
alimentos.
No es amigable con el medio
ambiente.

Es dificil controlar los

péptidos a obtener.

(2021)

Yang et al., (2021); Chai et
al., (2020).
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Enzimatico

Uso de enzimas
proteoliticas que hidrolizan
enlaces peptidicos de las
proteinas para la
obtencion de péptidos

Bajos costos de
produccién

Alta especificidad.

Alta eficiencia catalitica
Alto rendimiento del
producto.

Escalabilidad
Ausencia de productos
guimicos toxicos
Produccibn a gran
escala.

Estabilidad en el
proceso.
Aprovechamiento  de
subproductos
alimentarios.

Uso de menos energia.
Condiciones de pH vy
temperatura menos
drasticas.

Bajos rendimientos.

Yang et al., (2021); Ulug et
al., (2021); Wang & L,
(2021); Bhandari et al.,

(2019).
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pH

Ademas de la seleccion correcta de la enzima a utilizar, se debe considerar el pH
optimo de la enzima, de manera que esta pueda efectuar su funcion. La actividad
enzimatica depende fuertemente del pH, debido a que los iones hidronio que se
encuentran en el medio ionizan a los aminoacidos de la enzima, incluyendo
aguellos que conforman al sitio activo; al sustrato o al complejo enzima-sustrato,
asi mismo, el pH influye sobre la estructura de la proteina y la afinidad de la
enzima sobre el sustrato (Aluko, 2015).

Temperatura

La temperatura ejerce un efecto sobre cualquier proceso quimico o bioquimico
que se desarrolla, puesto que al aumentar la temperatura la energia cinética de
las moléculas también aumenta. Respecto a las enzimas, la reaccion de estas
aumenta conforme aumenta la temperatura, sin embargo, debido a su naturaleza
proteica, estas tienen una estructura tridimensional globular y solo presentan
actividad cuando tienen una conformacion espacial que permite establecer una
disposicion éptima de los aminoacidos de su centro activo o su sitio catalitico, por
lo que, al aumentar en extremo la temperatura, se pierde su estructura terciaria y

su capacidad catalitica (Zapata et al., 2019; Badui, 2006).
Relacién enzima sustrato

El sustrato que se emplea en la hidrolisis enzimatica puede ser de origen animal,
vegetal o microbiano, la eleccion de uno de estos es influenciada por el uso que

se le desee dar al producto final (Nasri, 2017).

La concentracién de sustrato que se agregara al medio debe ser mas alta en
relacion con la concentracion de las enzimas, mayores concentraciones de
sustrato aumentan la velocidad de la reaccion de las enzimas debido a que todas
las moléculas se encuentran saturadas alcanzando su maxima velocidad de

reaccion (Yang, 2019).
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Tiempo

El tiempo de reaccion de la hidrdlisis influird de manera directa en el grado de
hidrolisis final. A medida que el tiempo de reaccion aumente, los enlaces
peptidicos estaran mas expuestos y se generaran péptidos de menor peso
molecular. Generalmente, los péptidos con actividad biologica se obtienen a partir
de péptidos de menor peso molecular, por lo que, tiempos de hidrdlisis
prolongados puede mejorar las propiedades biolégicas de dichos péptidos, sin
embargo, se ha demostrado que algunas propiedades tecno-funcionales se ven
afectadas (Flores et al., 2020)

2.3.2 Grado de hidrdlisis

El grado de hidrélisis es la propiedad fundamental de un hidrolizado y va a
determinar en gran medida las caracteristicas restantes del mismo, por tanto, su
posible uso. Se define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion
con la proteina original (Benitez et al., 2008). Su medicién puede realizarse por
diferentes métodos, cuyo fundamento es la determinacion de nitrégeno soluble
tras precipitar la proteina con &cido tricloroacético, la determinacion de los grupos
a-amino libres y la valoracion del proton liberado tras la ruptura de un enlace

peptidico a determinados valores de pH (Benitez et al., 2008).

Los hidrolizados con un grado de hidrdlisis menor del 10 % se emplean
principalmente para la mejora de propiedades funcionales, esto debido a que,
con la ruptura de los enlaces peptidicos, quedan expuestos grupos hidrofébicos,
permitiendo asi la mejora de las propiedades funcionales como la solubilidad, la
capacidad emulsionante, la capacidad espumante, entre otras. Por otra parte,
cuando el grado de hidrdlisis es mayor al 10 % los péptidos resultantes se utilizan
para una alimentacion especializada (Benitez et al., 2008).

2.4 Actividad biolégica de péptidos

El efecto biologico de los péptidos depende de su disponibilidad, la cual esta
determinada por su resistencia a la digestion gastrointestinal (Segura-Campos et

al., 2010). Diversos estudios han demostrado efectos positivos en sistemas
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fisioldgicos, como en el sistema inmune, nervioso y digestivo (Martinez-Medina
et al., 2019).

Los péptidos con actividad biolégica que se han estudiado son:
inmunomoduladores, antihipertensivos (inhibidores de la ECA-I), antioxidantes,
reguladores del transito intestinal, reductores de la proliferacion de tumores
cancerigenos, antimicrobianos, hipocolesterolémicos 'y por  dltimo

anticoagulantes (Galicia et al., 2013).
2.4.1 Actividad antihipertensiva

La hipertension arterial es una enfermedad relacionada con el aumento de la
presidon que ejerce la sangre bombeada por el corazén sobre los vasos
sanguineos que producen dafio en las arterias y parénquima, la cual es causada
por factores como tabaquismo, alta ingesta de sodio y alcohol e inactividad fisica
contribuyendo en un 12.8 % de la mortalidad por todas las causas, siendo en el
2019 la causante de 10.8 millones de muertes, prevaleciendo principalmente en
paises en vias de desarrollo, entre los cuales se encuentra México (Campos-
Nonato et al., 2021).

Por otra parte, el sistema renina-angiotensina (SRA) es uno de los sistemas de
regulacion central de la presion arterial sanguinea, dicho sistema estimula la
activacion simpética de secrecion de la enzima renina en el rifién (Torruco-Uco
et al., 2008) sin embargo, aunque el origen de la enzima renina es renal, su
precursor, la pro-renina se sintetiza en diversos oOrganos, como higado,

suprarrenal, aorta, corazon o testiculos.

La pro-renina se puede activar y convertir en renina mediante un proceso
proteolitico o no proteolitico, el primero es irreversible y ocasiona el
desprendimiento del propéptido que cubre la hendidura catalitica, este se
produce en el riidn por accién de agentes enddégenos o exdégenos como la
catepsina B, la catepsina-1 y la proconvertasa, mientras que la activacién no
proteolitica es producida por cambios de pH o temperatura en el medio, este

proceso ocurre en dos pasos, el primero se produce la exteriorizacion del
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propéptido descubriendo el sitio activo y en el segundo la molécula de renina

adopta una conformacion enzimaticamente activa (Morales & Estaf, 2010).

La enzima renina producida, reacciona con el angiotensindbgeno (Ao),
glicoproteina con un peso molecular de entre 62 000 a 65 000 Da producido en
el higado (Wagner, 2018), dando lugar al decapéptido angiotensina | (Ang-I), a
su vez, la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I) o kininasa Il que es un
dipeptidil carboxipeptidasa I, (kininasa Il, EC 3,4,15,1) zinc metalopeptidasa,
sintetizada en el pulmoén, rompe el dipéptido del C-Terminal de la Ang-l
convirtiéndola en angiotensina-ll (Ang-Il), potente vasoconstrictor que actia
directamente sobre las células del muasculo liso vascular y sobre el sistema
nervioso simpdtico tanto periférica como centralmente para aumentar el tono

vascular (Figura 1) (Torruco-Uco et al., 2008).

Ang-0 (se produce en el higado)
@RV Y@ R LU(S)
Ang-I (sin actividad) 7 l— — Heptapeptido inactivo
A(a(P(F(a(L)  (RCP(P(G[F(s(P)

~af——  FCA —»-I Bradikinina
Ang-II (poderoso vasoconstrictor

ROV Y(I(H(P(F (R{P(P(G(F( S(P{F(R(

S

dmmm Aminopeptidasa
Ang-III1
/ 2
(V{ Y@ a(P(F) .
) Vasodilatacion
Diuresis
Natriuresis
Vasoconstriccion
Antidiuresis
Anfinatriuresis

Figura 1. Modelo del sistema renina-angiotensina (SRA) (De la Serna, 2006).

Actualmente, el estudio sobre el mecanismo antihipertensivo se ha enfocado en

la inhibicidn de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I) (Mulero, Zafrilla,
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Martinez-Cachda, Leal & Abellan, 2011), siendo el pionero el Captopril®,
sintetizado por Ondetti, Rubin y Cushman (1977), sin embargo, se ha demostrado
que dichos farmacos producen reacciones secundarias en el organismo, debido
a ello, se han propuesto otras alternativas para inhibir a esta enzima (Kamal, et
al., 2021).

Actualmente, las proteinas de origen vegetal han tomado gran interés debido a
que se ha demostrado que presentan actividad antihipertensiva, siendo las mas
estudiadas el frijol mungo, arroz, garbanzo, frijol caupi, mani, amaranto, entre

otros después de haberles aplicado una reaccién de hidrolisis enzimatica.

Se han hecho estudios sobre la inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina | (ECA-I) de proteinas algunas leguminosas y sus hidrolizados.
Schisano et al. (2019) trabajaron con proteinas aisladas de diferentes variedades
de Phaseolus vulgaris encontrando inhibicion sobre la ECA-I en un rango de 54
— 62 %, asi mismo, Boschin et al. (2014) evaluaron proteinas de diferentes
leguminosas después de haberles aplicado una hidrélisis enzimatica secuencial
de Pepsina-Pancreatina encontrando diferentes porcentajes de inhibicién de la
ECA-I en Cicer arietinum (86 %), Lens culinaris (79 %), Lupinus angustifolius (89
%), Lupinus albus (80 %), Phaseolus vulgaris (77 %), Pisum sativum (71 %) y
Glycine max (88 %), mientras que Ciau-Solis et al. (2017) reportaron porcentaje
de inhibicibn mas bajo (10.53 %) en proteinas hidrolizadas con pepsina-

pancreatina de Phaseolus lunatus L.

La actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina va a estar
determinada principalmente por el tipo de aminoacidos y la secuencia de estos
en los péptidos. Se ha encontrado que la mayoria de los péptidos que poseen
esta actividad tienen secuencias que van de 2 a 10 aminoacidos, siendo los
péptidos que poseen mayor actividad aquellos que tienen aminoacidos
hidr6fobos como Pro, especialmente, en el C-terminal o aminoacidos cargados

positivamente como Lys o0 Arg en la posicion del C-terminal. (Garcia et al., 2013).
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Metodologias para determinar la actividad antihipertensiva

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antihipertensiva en péptidos
bioactivos, entre ellos: cromatografia de fase reversa y cromatografia liquida de
ultra rendimiento-espectrometria de masas (UPLC-MS) (Garcia et al., 2013).

Sin embargo, el método mas utilizado es el reportado por Cushman y Cheung,
(1971), método espectrofotométrico cuyo reactivo principal es el hipuril histidil
leucina (HHL), el cual se hidroliza por la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), generando como productos liberados el acido hipurico (HA) y el HHL.

2.4.2 Actividad antioxidante
Radicales libres

Tanto en el organismo como en los alimentos se generan radicales libres (RL),
moléculas que presentan al menos un electron desapareado en su orbital mas
extremo, estos al ser muy inestables y con una alta reactividad reaccionan
facilmente con otras moléculas que se encuentran en el medio consiguiendo asi
el apareamiento de sus electrones, como resultado se libera una reaccion en
cadena en el medio que ocasiona estrés oxidativo. Aunado a lo anterior, existen
dos grupos de radicales libres: a) especies reactivas de oxigeno (ROS) estos son
el radical hidroxilo (OH"), anion superéxido (O;) y perdxido de hidrégeno (H,0,),
y b) especies reactivas de nitrégeno (ERN) que se conocen como radical 6xido
nitrico (NO) y peroxinitrito (OONQ") (Vargas et al., 2007) (Figura 2).

Cabe mencionar que los RL no son esencialmente dafiinos si el organismo los
produce en cantidades moderadas, debido a que son neutralizados facilmente
por el sistema de desintoxicacion con que cuenta, a través de enzimas
encargadas de dicha neutralizaciéon (Hernandez et al., 2020), sin embargo,
cuando se producen radicales libres debido a factores como contaminantes que
se encuentran en el aire, oxidantes del tabaco, la radiacion ultravioleta, entre
otros, pueden ser motivo de diversas enfermedades como aterosclerosis, artritis,
diabetes, cancer, entre otras (Sanchez-Valle & Méndez-Sanchez, 2013) (Figura
3).
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Figura 2. Esquema de la generacion de ERO y ERN (Vargas et al.,
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Figura 3. Esquema de la generacion exdégena de radicales libres y efectos
adversos del estrés oxidativo en la patogenesis de enfermedades (Sanchez-Valle

y Méndez-Sanchez, 2013).
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El estrés oxidativo es un factor muy importante en la acumulacion de moléculas
oxidadas durante el proceso de envejecimiento el cual afecta a todas las células,
principalmente a los sistemas nervioso, enddcrino e inmunolégico, asi como la

comunicacién entre ellos (Rico-Rosillo et al., 2016).
Antioxidantes

Para proteger al organismo de los radicales libres, las células y los érganos del
cuerpo tienen sistemas antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutasa y
glutatién peroxidasa) y no enzimaticos (vitaminas, oligoelementos, coenzimas y
cofactores), un grupo de sustancias que, en bajas concentraciones con respecto
al sustrato oxidable, retrasan o previenen su oxidacion (Sarmadi y Ismail, 2010),
su modo de accion es impedir que otras moléculas se unan al oxigeno, evitando
asi las alteraciones de moléculas, como lipidos, proteinas, ADN, entre otros, que
son funcionalmente vitales, sin embargo, cuando la concentracion de RL es
excedente, es necesaria la ingesta de estos a través de alimentos que los

contengan (Coronado et al., 2015).
Mecanismos de accién de los antioxidantes

Los mecanismos de accion de los antioxidantes se han clasificado en tres
sistemas principales: la neutralizacion de los radicales libres mediante la
transferencia de un atomo de hidrégeno (TAH) y/o mediante la transferencia de
un solo electrén (TSE) y la neutralizacion de catalizadores prooxidantes mediante
la quelacién de metales de transicion, lo que conduce a complejos compuestos
(Zeb, 2020).

Transferencia de atomos de hidrégeno (TAH)

En TAH, el antioxidante que contiene un atomo de H representado por ArOH
reacciona con los radicales libres (R), transfiriéndole un atomo de hidrégeno,
mediante la ruptura homolitica del enlace O-H. El radical libre se estabiliza para
formar una especie neutra (RH), mientras que el antioxidante se convierte en

antioxidante radical libre (ArO) (Leopoldini et al., 2011) (Figura 4). La donacion
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de un &tomo de hidrégeno por un antioxidante se explica por el potencial de
reduccion (Zeb, 2020).

r
Re /’—T”O Ruptura homolitica del enlace O-H 0
+ = RH \O\
Ar Ar

Figura 4. Mecanismo de transferencia de &tomos de hidrégeno (TAH). (Fuente:
Leopoldini et al., 2011).

Transferencia de un solo electron

En el mecanismo de transferencia de un solo electron (TSE), el R (ani6n) formado
€s una especie energéticamente estable que tiene un nimero par de electrones,
mientras que ArOH (el radical cationico) es una especie de radical menos reactiva
y, por lo tanto, estable (Leopoldini et al., 2011). El nUmero impar de electrones
formado por las reacciones con el radical en ArOH** es una estructura de anillo
aromatico que posee la posibilidad de distribuirse por toda la molécula (Rhile et
al., 2006). Esto da como resultado una estabilizacion radical de la molécula

antioxidante (Figura 5).

T 0
Re Transferencia de un solo electron - H/
+ R
- +
Ar
Ar

Figura 5. Mecanismo de transferencia de un solo electron (TSE) (Fuente:
Leopoldini et al., 2011).

Quelacion de metales de transicion

La quelacion de metales de transicion es una de las funciones antioxidantes que
puede desempefiar un compuesto fendlico. Diversos estudios han demostrado
gue los metales de transicion quelados por los polifenoles forman productos
estables, en forma de complejos estables (Van Acker et al., 1996, Zeb, 2020)
(Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo de quelacion de metales de transicion (QMT) (Fuente:
Leopoldini et al., 2011).

Medicién de la actividad antioxidante

Determinacion de la actividad inhibitoria del radical 1,1- Difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH)

La base de este método es la cuantificacion de la capacidad que tiene un
compuesto antioxidante para reducir el radical DPPH en 2,2-difenil-hidrazina
(DPPH-H) o analogos de hidrazina sustituidos, al donar atomos de hidrogeno o

electrones que reaccionan con el radical (Figura 7) (Alam et al., 2013).

NO, NO,
‘ i

O,N N—N + AAH ——= O,N N—N + A
'S S

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)

Morado .
Amarillo

Figura 7. Reaccion del radical DPPH en presencia del compuesto antioxidante
durante el ensayo DPPH (Fuente: Alam et al., 2013).

ABTS

El fundamento de esta técnica es la cuantificacién de la decoloracién del radical

ABTS*t que se produce por una interaccién que se establece con especies
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donantes de hidrogeno o de electrones, dicho radical catiénico es un cromoéforo

qgue absorbe a una longitud de onda a 734 nm (Figura 8).

o -
@ >_NN_< U + anuoxxdant

TTIKSO,
C H,
ABTS ~ (A, =734 nm) S So5 -
-0,S S /N_
=N
N \CNHZ\J
C,H

ABTS? (colourless)

Figura 8. Reaccion del radical ABTS en presencia del compuesto antioxidante
durante el ensayo ABTS. (Zulueta y Frigola, 2009).

Péptidos antioxidantes

Se ha encontrado que después de una reaccién de hidrélisis sobre las proteinas,
los péptidos resultantes ejercen cierta actividad antioxidante, este mecanismo lo
adquieren debido a que en la ruptura de los enlaces peptidicos quedan expuestos
grupos R de aminoacidos mas activos, reduciendo asi la oxidacién (Sarmadi &
Ismail, 2010). El peso molecular de la mayoria de los péptidos antioxidantes que
se han encontrado en alimentos va desde 500 y 1800Da, regularmente con
residuos de aminoacidos como Val y Leu en el extremo N-Terminal y Pro, Hys,

Tyr, Trp, Met y Cys en sus secuencias.

Por lo que, la importancia de los residuos de aminoacidos especificos en la
secuencia de dichos péptidos se les ha atribuido principalmente a la capacidad
de quelacion de iones metalicos y metales de transicién, la captacion de radicales
prooxidantes, la reduccion de hidroxiperoxidos y la eliminacion enzimatica de

oxidantes especificos (Sanchez et al., 2016).
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3. OBTENCION DE HIDROLIZADOS PROTEICOS DE FRIJOL
AYOCOTE Y SU CARACTERIZACION

RESUMEN

El rendimiento obtenido de harina de frijol ayocote (Phaseolus coccineus) crudo
(HFACr) y cocido (HFACo) fue 71.62 % y 55.78 %, respectivamente. La mayor
solubilidad de las proteinas en ambas harinas se encontré a pH 12 y la menor a
pH 4.4 (HFACr) y pH 4 (HFACo), valores utilizados para la extraccion de
proteinas. El contenido proteico fue de 58.83 £ 0.87 % en proteinas aisladas de
frijol ayocote crudo (PFACr) y 71.36 + 2.84 % en cocido (PFACo). La
digestibilidad fue mayor en PFACo (85 + 0.22 %). La capacidad de retencién de
agua en HFACr y HFACo fue menor (1.38 + 0.06 y 2.28 + 0.15 g agua/ g de
harina) que en PFACr y PFACo (4.24 +y 2.51 g de agua/g de proteina). La
capacidad y estabilidad espumante fue mayor a pH 6 en HFACr (53.3 £ 5.8 %),
mientras que a pH 3 fue mayor en PFACo (79.17 + 1.2 %). La capacidad
emulsionante fue afectada por el tratamiento térmico sobre la harina, mientras
que en proteinas fue el pH. Se formaron geles a partir de una concentracion de
proteina de 12 g « 100 ml™ dispersion. La hidrolisis enzimatica secuencial con
pepsina y pancreatina mostré un mayor grado de hidrolisis (48.4 + 5.70 %) sobre
PFACo. Las muestras con proteinas e hidrolizados presentaron compuestos
fendlicos totales (15.55 = 0.19 — 25.07 + 3.97 mg EAG*Kg™) y actividad
antioxidante sobre los radicales DPPH y ABTS, mostrando menores valores de
ICso sobre el radical ABTS (0.006 + 0.002 mg de proteina) PFACo hidrolizada.
Adicionalmente, PFACr y PFACo no hidrolizadas exhibieron mayor actividad
inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I), 95.65 + 6.12 y
94.56 + 4.61 %, respectivamente. Las proteinas de frijol ayocote presentaron
propiedades tecno-funcionales adicionalmente los hidrolizados presentaron
actividad antioxidante y antihipertensiva.

Palabras clave: Phaseolus coccineus, proteinas, propiedades tecno-
funcionales, hidrélisis enzimatica, actividad antioxidante, actividad
antihipertensiva.
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3. OBTAINING AND CHARACTERIZING PROTEIN
HYDROLYSATES FROM AYOCOTE BEANS

ABSTRACT

The yield obtained from raw (HFACr) and cooked (HFACo0) ayocote bean
(Phaseolus coccineus) flour was 71.62 % and 55.78 %, respectively. The highest
protein solubility in both flours was found at pH 12 and the lowest at pH 4.4
(HFACr) and pH 4 (HFACo), values used for protein extraction. The protein
content was 58.83 = 0.87 % in proteins isolated from raw ayocote bean (PFACI)
and 71.36 £ 2.84 % in cooked (PFACOo). Digestibility was higher in PFACo (85 *
0.22 %). Water holding capacity in HFACr and HFACo was lower (1.38 £ 0.06 and
2.28 £ 0.15 g water/g flour) than in PFACr and PFACo (4.24 + and 2.51 g water/g
protein). Foaming capacity and stability was higher at pH 6 in HFACr (53.3 £ 5.8
%), while at pH 3 it was higher in PFACo (79.17 £ 1.2 %). The emulsifying capacity
was affected by the heat treatment on flour, while in proteins it was the pH. Gels
were formed from a protein concentration of 12 g - 100 mI™ dispersion. Sequential
enzymatic hydrolysis with pepsin and pancreatin showed a higher degree of
hydrolysis (48.4 + 5.70 %) over PFACo. Samples with protein and hydrolysates
presented total phenolic compounds (15.55 + 0.19 - 25.07 = 3.97 mg EAG-Kg™)
and antioxidant activity over DPPH and ABTS radicals, showing lower ICs, values
over ABTS radical (0.006 + 0.002 mg protein) hydrolyzed PFACo. Additionally,
non-hydrolyzed PFACr and PFACo exhibited higher angiotensin I-converting
enzyme (ACE-I) inhibitory activity, 95.65 £+ 6.12 and 94.56 + 4.61 %, respectively.
The ayocote bean proteins exhibited techno-functional properties and
hydrolysates exhibited antioxidant and antihypertensive activity.

Key words: Phaseolus coccineus, proteins, techno-functional properties,
enzymatic hydrolysis, antioxidant activity, antihypertensive activity.
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3.1 INTRODUCCION

Las proteinas son compuestos organicos de alto peso molecular que poseen
cadenas de aminoacidos, de las cuales se obtienen moléculas nitrogenadas que
permiten conservar la estructura y el crecimiento de quien las consume (Téllez,
2022), ademas, se ha demostrado que estas tienen impacto positivo en la salud
humana cuando son sometidas a una reaccién de hidrdlisis por enzimas,
generando cadenas de aminoacidos mas cortas llamadas péptidos (Cu-Cafieta,
2015).

Por otra parte, se ha informado que el uso de las proteinas en la industria
alimentaria ha sido amplio debido a sus propiedades tecno-funcionales, definido
como el comportamiento que tienen como biopolimero coloidal con o sin otros
ingredientes en un sistema alimentario, en funcibn de sus propiedades
moleculares en su estado nativo, intermedio o desnaturalizado (Akharume et al.,
2021), ademas, el tratamiento térmico y pH afectan positiva o negativamente a
dichas propiedades, a través del despliegue de las proteinas, modificando el
contenido de aminoé&cidos acidos, basicos, hidrofébicos o sin carga (Aguilera,
2009).

Actualmente, debido al nuevo estilo de vida de los consumidores, mas personas
eligen consumir proteinas de origen vegetal reemplazando a las de origen animal,
esta tendencia esté influenciada por el mayor conocimiento y conciencia sobre
los ingredientes de los alimentos, asi como el creciente interés en las fuentes de

alimentos que no afecten al medio ambiente (Kusumah et al., 2020).

Aunado a lo anterior, las leguminosas se encuentran entre las fuentes de
proteinas vegetales mas econdémicas y convenientes para el consumo humano,
especialmente en regiones donde las proteinas de origen animal son limitadas o
inaccesibles (Hojilla-Evangelista et al.,, 2018), dentro de este grupo de
leguminosas, el frijol es el mas destacado y consumido en México debido a su
valor nutricional, principalmente por su alto contenido de proteina (14-33%) y el

valor bioldgico de las mismas.
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En la actualidad, existe informacion de propiedades biologicas y tecno-
funcionales de las proteinas de Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus, entre
otras (Ramirez-Jiménez et al., 2014; Polanco-Lugo, et al., 2014; Tan et al., 2014;
Wani et al., 2015). Sin embargo, no existe suficiente informacién acerca del frijol
ayocote, en consecuencia, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
actividad antioxidante y antihipertensiva de péptidos bioactivos obtenidos por la
hidrélisis secuencial con pepsina y pancreatina de aislados de proteinas de frijol
ayocote (Phaseolus coccineus) crudo y cocido, asi como las propiedades tecno-

funcionales de las proteinas nativas.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Materiales

El frijol ayocote se obtuvo de Ciudad Serdan (18° 59' Norte, 97° 27' Oeste y 2520
msnm), Puebla, México. El acido clorhidrico (HCI), hidréxido de sodio (NaOH),
etanol, metanol, éter de petréleo, carbonato de sodio (Na,CO3), sulfato de cobre
(CuS0,45H,0), dodecil sulfato de sodio (NaC;,H,5SO,), tartrato de sodio y
potasio (KOCO(CHOH),COONa+4H,0), Folin Ciocalteu-fenol, albumina sérica
bovina (BSA), pepsina (3.4.23.1), pancreatina (3.4.21.70), &cido 2,4,6-
trinitrobencenosulfonico (TNBS), sulfito de sodio (Na,SOs3), L-leucina
(CsH13NO,), &cido gélico (C,HeOs), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), &cido 2,2'-
azino—bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfénico) (ABTS), persulfato de potasio
(K2S,0g), hipuril-histidil-leucina (HHL), acetato de etilo (C,HgO;) y enzima
convertidora de angiotensina (ECA-I, 3.4.15.1) se obtuvieron de Sigma-Aldrich
México (Toluca, Estado de México, México). El aceite de soya (Nutrioli, Ragasa
Industrias, S.A. de C.V., Monterrey, Estado de Nuevo Ledn, México) se obtuvo
del supermercado local del Estado de México.

3.2.2 Obtencién de la harina

Para obtener la harina (HFACo0), se selecciono el frijol con las siguientes medidas:
largo (1 - 1.8 cm), ancho (0.7 - 1.3 cm) y grosor (0.4 - 0.6 cm) (Vargas-Vazquez
et al., 2011), el cual fue sometido a remojo aproximadamente en una relacién 1:3
en agua a temperatura ambiente durante 2 h para facilitar la separacion de la
testa del cotiledén. Una vez separada la testa del cotiledon manualmente, este
altimo fue sometido a coccion durante 60 min a 96 + 1 °C, se escurrié el agua de
coccion y fue sometido a secado en un deshidratador eléctrico (Marca Excalibur
digital, Modelo EXC10 EL,) por 24 h a 60 °C. La reduccion de tamafio de particula
se realiz6 mediante molienda en Pulverizador, (Quebradoras, Molinos y
Mezcladoras Lasser/Kenito) y finalmente se tamizé en una malla No. 80 con el

fin de conseguir un tamafo de particula homogéneo. Para obtener la harina del
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frijol ayocote crudo (HFACr), se realiz6 el mismo procedimiento descrito

anteriormente sin aplicar el proceso de coccion al cotiledén (Estrada et al., 2019).

3.2.3 Analisis quimico proximal

El contenido de humedad se realiz6 mediante el método gravimétrico; proteina
por método Kjeldahl (factor 6.25); obtencion del extracto etéreo con reflujo por
Soxhlet, cenizas por incineracion y fibra de HFACr y HFACo se determind
utilizando los métodos estandarizados de acuerdo con la AOAC (1997) y el

contenido de carbohidratos totales se determiné por diferencia.
3.2.4 Desgrasado de las muestras de harina

Las diferentes harinas fueron desgrasadas mediante reflujo con éter de petréleo
(60 °C) en un equipo Soxhlet durante 6 h (Raya-Pérez et al., 2014). Las muestras

desgrasadas se conservaron a -20 £ 1 °C hasta su analisis posterior.
3.2.5 Perfil de aminoéacidos

El perfil de aminoacidos de las harinas HFACr y HFACo se realiz6 en el Centro
de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C.
(CIATEJ). Se determiné por el método interno del CIATEJ de “INS-SM/US-260”

de aminoéacidos totales.
3.2.6 Obtencién de aislados proteicos

Para la obtencion de los aislados proteicos de ambas muestras, se empleo el
método reportado por Betancur et al. (2004) con algunas modificaciones. En
primer lugar, se evaluo la solubilidad de las proteinas de ambas muestras en un

rango de pH de 2 a 13.

Con este objetivo, dispersiones de HFACr y HFACo en agua destilada (0.05
mgeml|™") fueron ajustados a los diferentes valores de pH con NaOH 1 M y/o HCI
1 M utilizando un potenciémetro (Conductronic PC45, Conductronic, Puebla,

Puebla, México) y se agitaron durante 60 min a 400 rpm. Posteriormente, se
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centrifugaron (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania) a 8000
rom, 4 °C por 15 min, el sobrenadante fue utilizado para cuantificar la proteina

soluble.

El contenido de proteina soluble se determind mediante el método de Lowry
modificado por Peterson (1977). Para ello, 20 pl de muestra fueron diluidos en
980 pl de agua destilada los cuales fueron mezclados con 1 ml de una solucion
compuesta por Na,CO; (Carbonato de sodio) al 10 9%,
KOCO(CHOH),COONa+4H,0 (Tartato de sodio y potasio) al 0.2 %, CuSO4*5H,0
(sulfato de cobre) al 0.1 %, dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 % (p/v) y NaOH
(hidroxido de sodio) 0.8 N. Posteriormente, se agitd y se dejo reposar por 10 min

a temperatura ambiente.

A la mezcla anterior se le afiadio 0.5 ml de Folin Ciocalteu-fenol 0.3 N dejandolo
reaccionar durante 30 minutos, en oscuridad y a temperatura ambiente (23 °C).
Transcurrido el tiempo se midio la absorbancia a 750 nm con el espectrofotémetro
Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA.).

Se construyd una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma A-
8531) en un intervalo de concentracion de 0.01 — 0.1 mg ml™ y se obtuvo la
ecuacion de ajuste y = 4.3289x + 0.1292; Rz = 0.9905, en donde y es la
absorbancia y x la concentracion de BSA). Los resultados se expresaron como
concentracion de proteina soluble disuelta respecto a la cantidad inicial. Se
calculo la concentracion de proteina soluble en cada uno de los valores de pH

evaluados, utilizando la Ecuacion (1) (Zhang et al., 2020).

Concentracion de proteina soluble (mgml™)
4.3289

Proteina soluble (mgml™) =

Una vez identificado el pH de mayor solubilidad (pH 12) y el punto isoeléctrico
(p) (pH 4), se dispersaron las muestras de harina en agua destilada en una
relacion 1:10 (p/v) ajustandola a pH 12 con NaOH (6 M) y se dej6 en agitaciéon

constante (60 min, 400 rpm, 23 °C). Posteriormente, la muestra se llevd a
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centrifugar (8000 rpm, 4 °C, 15 min) (Centrifuga 5810 R, Eppendorf, AG,
Hamburgo, Alemania). El sobrenadante se ajusté a pH 4 con HCI (6 M) y se
mantuvo en agitacion (60 min, 400 rpm, 23 °C), transcurrido el tiempo se llevé a
centrifugar bajo las mismas condiciones mencionadas. Posteriormente, el
sobrenadante se descart6 y el residuo se sometio a secado en charolas dentro
de una estufa (Riossa Digital HCF-62, Ciudad de México, México) a 37 £ 1 °C,
por 12 h. Las muestras obtenidas, proteinas de frijol ayocote crudo (PFACr) y
cocido (PFACO) se congelaron (-20 £ 1 °C) hasta su uso posterior.

3.2.7 Potencial Zeta (£)

Se midio el potencial Zeta (¢) a dispersiones acuosas de PFACr y PFACo (0.05
% p/v), cuyo pH se ajustd a valores en el rango de 3 a 7 con NaOH 1 M o HCI 1
M y utilizando un potencidémetro (Conductronic PC45, Puebla, México). Se utilizd
un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Reino Unido), que convierte las medidas de la movilidad
electroforética en valores de potencial z utilizando el modelo matematico de

Smoluchowski (Lépez-Monterrubio et al., 2020).
3.2.8 Digestibilidad relativa

La digestibilidad relativa in vitro se determiné en las muestras PFACr y PFACao.
Para ello se utiliz6 el método multienzimatico descrito por Martinez-Velasco et al.
(2018) con algunas modificaciones. Se utilizaron para la digestibn enzimética:
Tripsina pancreatica porcina (Tipo 1X, 15310 U mg™ de proteina), quimotripsina
pancreatica bovina (tipo Il, 48 U g ™ de sdlido) y proteasa bacteriana (Tipo XIV,
4.4 U mg ™ de sdlido) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA). A cada muestra
(63.8 mg) se afiadieron 10 ml de agua destilada y se ajustd a pH 8 con NaOH (1

M) utilizando un potenciémetro (Conductronic PC45, Puebla, México).

Posteriormente, se afiadid 1 ml de disolucion acuosa enzimatica (1.76 mg de
tripsina y 4.38 mg de quimotripsina) y se permitié la digestion (10 min, 100 rpm,

a 37 °C). Después de la adicion de 1 ml (1.86 mg) de disoluciéon de proteasa
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bacteriana, la digestion prosiguié (9 minutos, 100 rpm, 55 °C). Posteriormente, la
reaccion se detuvo colocando la suspension en un bafio de agua a 85 °C por 5
min. La temperatura se redujo a 35 °C, se midio el pH y este valor fue utilizado
para estimar la digestibilidad relativa in vitro de las proteinas de acuerdo con la

Ecuacion (2).
DPR (%) = 234.84 — 22.56 X (Ec.2)

Donde DPR es la digestibilidad proteinica relativa y X es el pH de las
dispersiones.

3.2.9 Propiedades tecno-funcionales
a) Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) se evalud siguiendo la metodologia
descrita por Garcia-Vaquero et al. (2017) con algunas modificaciones. La
muestra (1 g) se mezclé con 10 ml de agua destilada y se dejé en agitacion
constante (16 h, 100 rpm, 23 °C), posteriormente se centrifugd a 4000 rpm
durante 30 min. Los sobrenadantes obtenidos se decantaron y se pesaron los
sedimentos. La CRA se expresé como gramos de agua retenidos por 100 g de
muestra utilizando la Ecuacién (3).

CRA = Z2="1%100 (Ec.3)

Wo

donde; w, es el peso de la muestra seca (g), w; el peso del tubo mas la muestra

seca (g) y w, el peso del tubo mas el sedimento (g).
b) Capacidad de retencidon de aceite

La capacidad de retencidén de aceite (CRG) se evalué siguiendo la metodologia
descrita por Garcia-Vaquero et al. (2017) con algunas modificaciones. La
muestra (1 g) se mezcldé con 10 ml de aceite de soya y se dejé en agitacion
constante (16 horas,100 rpm, 23 °C), posteriormente se centrifugd a 4000 rpm

durante 30 min. Los sobrenadantes obtenidos se decantaron y se pesaron los

47



sedimentos. La CRG se expresd como gramos aceite de soya retenidos por 100

g de muestra utilizando la Ecuacion (4).

W, — W
CRG = =1

100 (Ec. 4
%100 (Ee. 4)
donde; w, es el peso de la muestra seca (g), w; el peso del tubo méas la muestra

seca (g) y w, el peso del tubo mas el sedimento (g).

c) Capacidad espumante (CEs) y estabilidad de espuma (EES)

La capacidad espumante (CE) se evalu6 siguiendo la metodologia de Lafarga et
al. (2018) con algunas modificaciones. En 15 ml de agua destilada ajustada a
diferentes valores de pH (3 y 6) se suspendié la muestra (harina y concentrado
de proteina) en una concentracion de 1.5 % pl/v, la dispersion se dejo en agitacion
constante (15 h, 300 rpm, 23 °C.) Las suspensiones se homogenizaron utilizando
un medidor digital homogeneizador Ultra-Turrax (T 25 digital ULTRA-TURRAX®-
IKA) a 10,000 rpm durante 1 min y el volumen de espuma generado se midio
después de 30 s. La capacidad de formacion de espuma se evalué con la
Ecuacion (5).

Ve — D,
CcE=2L_"

o x100 (Ec.5)

donde; v, es el volumen inicial de la solucion de la muestra antes de la
homogeneizacion y vy es el volumen de espuma generado despuées de la
homogeneizacion. La estabilidad de la espuma se expreso el volumen de espuma
residual a los 5, 10, 15, 30, 60 y 120 min después de la homogeneizacién de la

mezcla.
d) Capacidad emulsionante (CEm)

Para evaluar la capacidad emulsionante (CEm) se siguid la metodologia descrita
por Alfaro-Diaz et al. (2020) con algunas modificaciones. Se prepararon

dispersiones de harina y concentrado de proteina al 2.5 % (p/v) y se ajustaron a
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pH 3,0 y pH 6.0 utilizando HCI 0.1 M, las cuales se dejaron en agitacion constate
(16 h, 300 rpm, 23 °C), lo anterior para asegurar la dispersion completa de las
muestras. En tubos de centrifuga de 50 ml, se agregaron 10 ml de solucién de la
harina y 10 ml de aceite de soya y se homogeneizaron en un Ultra-Turrax (T 25
digital ULTRA-TURRAX®-IKA) a 21600 rpm durante 1 min. Las emulsiones se
centrifugaron a 3075 rpm durante 5 min. La capacidad emulsionante se evalué

con la Ecuacion (6).
Vi
CEm = —x100 (Ec.6)
Vo

Donde V; es el volumen de la fase emulsionada (ml) y V,, es el volumen total de

la solucion (ml).
e) Capacidad de gelificacion

Para evaluar la capacidad gelificante se siguié el método descrito por Coffmann
et al. (1977) con algunas modificaciones. Se prepararon dispersiones de
concentrado de proteina al 10, 12, 14 y 16 % (p/v) en agua destilada, ambas
muestras se ajustaron a pH 7 y dejaron en agitacion constante (16 h, 300 rpm,
23 °C), lo anterior para asegurar la dispersion completa de las muestras.
Posteriormente, las muestras se colocaron en bafio maria (96 °C, 15 minutos),
transcurrido este tiempo se colocaron en refrigeracion (4 ° C, 2 h). El resultado
se expres6 como la concentracion minima de gelificacion (CMG) cuando la

muestra al ser invertida no se deslizé.
3.2.10 Hidrodlisis enzimatica

El proceso de digestion gastrointestinal simulada (DGIS) se llevo a cabo de
acuerdo con la metodologia propuesta por Ketnawa et al. (2016). Con base en la
concentracion de proteina de cada concentrado proteico (15 mg ml™) se peso la
cantidad necesaria para preparar 24.5 ml de una dispersion al 5 % (p/v) con agua
destilada. De la dispersion preparada se tomé una alicuota de 5 ml. El volumen

restante (19.5 ml) se ajusté a pH 2 con HCI 6 M y se agrego pepsina (4 g enzimas
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100 g™ de proteina) para iniciar la primera etapa de DGIS. La mezcla anterior se

incubo por 2 h a 37 °C con agitacion continua.

Transcurrido el tiempo se ajustd el pH a 7.5 con NaOH 6 M y se agregé
pancreatina (10 g enzima+100 g™ de proteina) para iniciar la segunda etapa de
DGIS, la mezcla se mantuvo a 37 °C por 2 h con agitacion continua. Las alicuotas
tomadas al tiempo cero (sin hidrolizar) y al final de la etapa de DGIS (hidrolizada)
se colocaron en agua a ebullicion (96 °C) por 15 min y centrifugaron a 6000 rpm
durante 30 min a 4°C. Los sobrenadantes se almacenaron a -4 °C para su analisis

posterior.
Determinacion del grado de hidrolisis

El grado de hidrolisis (GH) se determiné de acuerdo con el método reportado por
Adler-Nissen (1979) con algunas modificaciones. En tubos de ensayo ambar se
adicionaron 64 pl de muestra, 1 ml de amortiguador de fosfatos (0.1 M, pH 8.2) y
0.5 ml de &cido 2,4,6-Trinitrobencenosulfonico (TNBS) al 0.2 % UNIDADES. La
mezcla de reaccion se agitdé (15 s) en vortex modelo Genie 2 (Scientific
Industries®, EUA) y se incubd en bafio maria a 50 °C por 30 min en la oscuridad.
La reaccion se detuvo con la adicion de 1 ml de sulfito de sodio 0.1 M. La mezcla
reposé (15 min, 23 °C) y se midi6 la absorbancia a 420 nm en un
espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA.).

Para la hidrélisis acida total se agreg6 0.1 g de muestra (PFACr y PFACO0) y se
le adicion6 0.9 ml de HCI 6 N, la mezcla se incub6 en una estufa (Riossa Digital
HCF-62, Ciudad de México, México) durante 24 h a 100°C. Transcurrido este
tiempo la muestra se neutralizé afiadiendo 0.9 ml de NaOH 6 N, posteriormente
se agito y se filtr6 con de PTFE (0.45 pm). Los valores obtenidos se interpolaron
en una curva estandar de L-leucina (0-6 mM) y el resultado se expreso en

términos de los grupos a-amino terminal. El GH se definié con la Ecuacion (7).
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0 _ (NHz)tx - (NHZ)to
%GH = (NH ) — (NHZ)tO)xwo (Ec.7)

Donde:
(NH,)t, = cantidad de grupos a-amino terminal al tiempo t,
(NH,)t, = cantidad de grupos a-amino terminal al tiempo O

(NH,)yr= cantidad de grupos a-amino terminal determinados en las muestras

después de una hidrodlisis 4cida total.
3.2.11 Actividad antioxidante
a) Compuestos fendlicos totales (CFT)

Se determind la concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) de las
muestras y sus hidrolizados. Para ello se siguio el método descrito por Gémez-
Maldonado et al. (2020).

Se colocaron 250 pl de dispersiones acuosas de cada muestra (1 mg proteina
ml™) en un tubo conteniendo 200 pl de Folin-Ciocalteu y 1250 ul de agua
destilada. Tras la agitacion de la mezcla (900 rpm, 15 g) en vértex modelo Ganie
2 (Scientific Industries, EUA), se dej6 reposar 3 min. Posteriormente, se
adicionaron 300 ul de carbonato de sodio (15 % p/v), se dejé incubar (30 min, 23
°C) y se leyé la absorbancia a 760 nm con el espectrofotometro Genesys 10S
UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA.).

Adicionalmente, se prepard una curva estandar de acido galico (10 — 80 mg L™).
El contenido de compuestos fendlicos totales se expres6 como mg equivalentes

de acido galico (EAG) Kg™ de muestra seca.
b) DPPH

Se empleo el procedimiento descrito por de Castro y Sato (2014) con algunas
modificaciones. Este método se basoé en la estabilidad del radical 2,2-Difenil-1-
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picrilhidrazil (DPPH), el cual se empleo para evaluar la actividad antioxidante de

las proteinas y sus hidrolizados.

Para el ensayo se realiz6 una curva con cinco concentraciones diferentes de
proteina (mg de proteina ml™) para cada muestra (sin hidrolizar e hidrolizadas).
Se agregaron 275 pl de cada muestra a las diferentes concentraciones (mg de
proteina ml™) en tubos de ensayo, y se agregaron 825 ul de DPPH 0.08 mM
diluido en metanol al 80 % (v/v). El blanco se prepar6 con 825 pl de DPPH 0.08
mM diluido en metanol al 80 % (v/v) y 275 ul de agua destilada. Asi mismo se
preparé un testigo para cada muestra en sus diferentes concentraciones (mg de

proteina ml™) que contenia 825 pl de metanol al 80 %.

Las muestras se dejaron reposar en oscuridad (60 min, 23 °C). Transcurrido el
tiempo, se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA.) a 515 nm. Las mediciones se
realizaron por duplicado. El porcentaje de inhibicion del radical DPPH se calculé
mediante la Ecuacion (8).

AsysTestigo — (AsisEnsayo — AsqsControl)

% Inhibicion DPPH = 1. Blanco x100 (Ec.8)
515

Donde, A sTestigo es la absorbancia (515 nm) del testigo, As;sEnsayo es la
absorbancia (515 nm) del ensayo y As,5Control es la absorbancia (515 nm) del

control.

Se preparé una curva estandar de Trolox con concentraciones de 10 - 50 uM y la

actividad antioxidante se expres6 como mM equivalente TROLOX mg proteina.
c) ABTS

Se empled el método descrito por Reyes et al. (1999) y Zielink et al. (2017). Previo
a la evaluaciéon de la actividad antioxidante de las muestras sobre el radical
ABTS, se obtuvo dicho radical haciendo reaccionar ABTS 7Mm con persulfato de
potasio 2.45 mM el cual se incub6 en oscuridad (16 h, 23 °C). Una vez formado
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el radical ABTS se diluy6 en etanol al 98 % hasta obtener una absorbancia de
700 £ 0.2 nm.

Para el ensayo se realizé una curva de actividad antioxidante con muestras
(hidrolizadas y sin hidrolizar) a diferentes concentraciones de proteina. Se
agregaron en tubos de ensayo 40 pL de diferentes concentraciones de cada
muestra (mgeml™) y 960 pL de la solucion del radical ABTS generado. Asi mismo
se preparé un control que contenia 960 ul de la solucion del radical ABTS
generado y 40 pl de agua destilada. Aunado a lo anterior, se preparé un blanco
gue contenia 960 ul de etanol al 98 % y 40 pl de agua destilada (0 absorbancia
a 734 nm).

Todas las muestras se dejaron reposar en oscuridad (7 min, 23 °C) y transcurrido
este tiempo se leyo la absorbancia en un espectrofotometro Genesys 10S UV-
VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA.) a 734 nm. El porcentaje de
inhibicion se calcul6 utilizando la Ecuacion (9).

(CABS734 - EABTS734)

% inhibicion = c x100 (Ec.9)
ABS734

En donde C,ps5734 €S la absorbancia a 734 nm del control y Egs734 €S la

absorbancia a 734 nm del ensayo.

Se prepar6 una curva estandar de Trolox (50-400 uyM) y la actividad antioxidante
se expres6 como mM equivalente TROLOX mg proteina.

3.2.12 Actividad antihipertensiva

Se uso la metodologia propuesta por Cushman y Cheung (1971) con algunas
modificaciones. Se evaluaron las muestras antes y después de la hidrolisis

enzimatica.

A 100 ul de cada muestra (15 mg de proteina ml™) se dejo reaccionar con 100 pl
de ECA-I (2 mU), incubacién (37 °C, 20 min). Posteriormente, se agregaron 200

Ml de sustrato hipuril-histidil-leucina (HHL) 5 mM en amortiguador de borato (0.1
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M) pH 8.3, incubacion (45 minutos, 37 °C), la reaccion se detuvo con la adicion
de 300 pl de HCI (1 N). A continuacién, el acido hipurico liberado fue extraido con
1 ml de acetato de etilo y agitaciéon (900 rpm, 15 s) en vortex modelo Ganie 2
(Scientific Industries, EUA) y la mezcla fue centrifugada (6000 rpm, 10 min, 15
°C).

Posteriormente, del sobrenadante se tomaron 750 ul y colocaron en bafio Maria

a 96 °C durante 15 min para evaporar el disolvente. Posteriormente, se agregaron

1.2 ml de agua destilada para resuspender el acido hiparico. Por ultimo, se midi6é

la absorbancia en un espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, EUA.) a 284 nm. El porcentaje de la inhibicion de la

enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I) se calculé con la Ecuacion (10).
Abs testigo — Abs muestra

% de actividad inhibitoria ACE — I = Abs testigo * 100 (Ec.10)

3.2.13 Anélisis estadistico

Se realizaron determinaciones por triplicado y los resultados se expresaron como
la media £ la desviacion estandar. El analisis quimico proximal, el perfil de
aminoacidos, la digestibilidad de proteinas, CRA, CRG, GH, actividad
antioxidante y antihipertensiva y compuestos fendlicos totales fueron analizados
mediante un diseflo completamente aleatorizado, mientras que la CE, CEm,
fueron analizados mediante un disefio factorial asimétrico (A x B), donde: A es el
factor tratamiento térmico y B es el factor pH. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) utilizando en primera instancia un nivel de significancia (a = 0.05) y
reportando el nivel de significancia muestral para los tratamientos que resultaron
significativos. Todos los analisis se llevaron a cabo en software estadistico SAS
version 9.0 (SAS, Institute Inc., Cary, NC, EUA).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Rendimiento en harina de frijol ayocote crudo y cocido

Se obtuvo un rendimiento de harina en frijol ayocote crudo (HFACr) de 71.62 %
significativamente mayor (p < 0.05) que la obtenida a partir de frijol ayocote cocido
(HFACo) de 55.78 %. Garcia et al. (2012) reportan un rendimiento mayor (84.79
%) en harina de frijol cocido (Cajanus cajan), sin embargo, en este trabajo los
rendimientos bajos de harina de frijol cocido se adjudican a la lixiviacion de
sélidos a través del agua de coccion y su respectiva pérdida tras el proceso de
decantado, asi como mermas durante el proceso de secado, por la mayor
sensibilidad del cotiledon cocido a fragmentarse. Asi como lo reporta Jacinto-
Hernandez et al (1996), quienes asumen un menor rendimiento de harina a partir
de frijol cocido debido al proceso de coccion (96 °C, 2 h), secado (40 °C, 48 h),
molienda, tamizado y la eliminacion de testa del frijol el cual constituye el 11 %

del total del frijol.

3.3.2 Caracterizacion quimico proximal

En el Cuadro 4 se presentan los resultados que corresponden al analisis quimico
proximal realizado a las harinas de frijol ayocote (P. coccineus L.), crudo (HFACr)
y cocido (HFACO0). Los valores exhibidos para el contenido de humedad de las
harinas fueron de 6.56 £ 0.08 g agua 100 g™ HFACry 7.52 + 0.13 g agua <100
g de HFACo, sin encontrar diferencia significativa (p > 0.05) entre ellos. Estos
valores son menores a los reportados para harina de frijol de diferentes
variedades (Mosissa, 2017 y Bernandino-Nicanor 2017). Cabe mencionar que, Si
las harinas de frijol se almacenan por tiempos prolongados, es deseable un bajo
contenido de humedad < 14%, para minimizar el riesgo de contaminacién
microbiana y/o rancidez hidrolitica, procesos que pueden demeritar las
propiedades nutricionales y funcionales de la harina, dado que puede ser materia
prima potencial para la elaboracion de alimentos fortificados (Estrada-Fabian
2019; Vazquez-Mendoza (2021); Shevkani, et al 2022, Espinosa-Ramirez, et al
2022). Los valores de Aw de las harinas fue de 0.27 + 0.00 y 0.32 +0.01 para

55



HFACr y HFACo respectivamente, siendo mayor (p < 0.05) en HFACo. Estos

valores bajos, indican que son alimentos de alta vida de anaquel.

El contenido de cenizas fue de 3.68 + 0.08 g*100 g HFACr (Cuadro 4), resultado
similar a lo reportado por Bernardino-Nicanor et al. (2016), Alvarado-Lopez et al.,
(2019) y Mengistu (2017) en frijol ayocote, 3.50, 4.04 y 3.99 % respectivamente.
Se reconoce que la variacion en el contenido de minerales en materiales
vegetales es atribuida a las caracteristicas del suelo y manejo agronémico
principalmente. De manera particular, en HFACo, el tratamiento térmico provocé
un cambio significativo (p < 0.05) en el contenido de cenizas (Cuadro 4), dicho
comportamiento puede asociarse a la pérdida de minerales mediante lixiviacion
que ocurrié durante el proceso de coccion, como lo reporta Garcia et al (2019) y
Carovi¢-Stanko (2018); sin embargo, se asume que el nivel de lixiviacion pudo

ser mayor por el proceso de decorticado previo a la coccién del cotiledon.

Por otra parte, se observa (Cuadro 4), que el valor para el extracto etéreo en
HFACr fue de 2.84 £ 0.05 g*100 g™* harina, menor a lo reportado por Bernardino-
Nicanor et al. (2016) (3.50 %), pero mayor a lo reportado por Alvarado-Lépez et
al. (2019) (1.61 %) y Mengistu (2017) (0.90 %) en frijol ayocote. El tratamiento
térmico mostré un incremento significativo (p < 0.05) en el contenido de grasa de
HFACo (3.01 + 0.02 %) (Cuadro 4), esto coincide con lo reportado por Garcia et
al. (2019) quienes observaron un aumento de este componente al aplicar

tratamiento térmico de 0.9 a 1.1 % en harina de Phaseolus lunatus.

El contenido de proteina fue de 21.15 £ 0.23 g+100 g™ HFACr (Cuadro 4), valor
en el intervalo de 21.7-23.8 g/ 100 g harina, reportado por Jacinto-Hernandez et
al. (2019), Cruz Garcia (2019) para ayocote morado y Bernardino-Nicanor et al
(2017) para variedades de ayocote en México y, menor a lo reportado por
Teniente-Martinez et al. (2016) y Mengistu, (2017) en frijol ayocote negro, con el
23.8 y 24.63 % respectivamente. Al aplicar el tratamiento térmico, se observé un
incremento significativo (p < 0.05) en los valores para HFACo de 22.05+£0.15 g

*100 g™ (Cuadro 4), comportamiento que coincide con lo reportado por Garcia-
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Alanis et al. (2019), quienes mencionan que en el proceso de coccion se

incrementa de manera considerable la disponibilidad de la proteina.

Los valores obtenidos para el contenido de fibra en HFACr y HFACr (Cuadro 4)
fueron menores en comparacion con los reportados por Bernardino-Nicanor et al.
(2016) y Alvarado-Lopez et al (2019) en frijol ayocote negro (4.79 y 6.72 %)
respectivamente. En esta investigacion, las harinas fueron obtenidas a partir de
frijol descorticado; siendo que la testa, representa aproximadamente 11 % del
total de frijol (Jacinto-Hernandez et al., 1996), y su composicion en fibra es alta
(Velasco-Gonzalez et al., 2013), lo cual propicié la disminucién en el contenido

de fibra en nuestros tratamientos de harina de frijol ayocote (HFACry HFACI).

Con respecto al contenido de carbohidratos, la HFACr presenté un 64.4 £ 0.15g
*100 g™ harina, mostrando valores similares a lo reportado por Mengistu et al.
(2017) y Alvarado-Lopez et al. (2019), mientras que en HFACo se observa una
disminucién significativa (p < 0.05) (63.15 + 0.31 g *100 g™ harina), debido a que
este se estimo por diferencia a partir de los valores obtenidos del resto de los
componentes. Su comportamiento es el resultado de la variaciéon de dichos

componentes.

Cuadro 4. Composicion proximal de las harinas del frijol ayocote crudo y cocido.

o HFACr HFACo
Composicién
g *100 g™ harina

Humedad 6.56 + 0.08 7.52+0.13a
Cenizas 3.68+0.08a 281+0.21b
Extracto etéreo 284 +0.05°P 3.01+0.022
Proteina 21.15+0.230b 22.05+0.15
Fibra 1.35+0.03 2 144 +0.13 2
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Carbohidratos* 6440+ 0.152 63.15+0.31¢b

Medias en la fila con la misma letra superindice, no muestran diferencia

significativa (o > 0.05). *Se determiné por diferencia.

3.3.3 Composicion de aminoacidos

Los aminoéacidos (AA) se clasifican en esenciales y no esenciales, los cuales
ademas de participar en la biosintesis de proteinas, son precursores de diversas
hormonas, neurotransmisores y otros metabolitos especializados. De esta
manera, su consumo regular asegura el crecimiento y las funciones normales del
cuerpo, lo que hace necesario su consumo en cantidades suficientes y
disponibles (Badui, 2006).

En el Cuadro 5 se reporta el perfil de aminoacidos esenciales y no esenciales
para HFACr y HFACo y sus respectivos aislados de proteina. Las
concentraciones halladas para harinas de frijol ayocote en esta investigacion
fueron inferiores a las reportadas en Phaseolus vulgaris y Phaseolus coccineus
por investigaciones previas; sin embargo, se conoce que el contenido de
aminoacidos del frijol se determina por las condiciones ambientales de
crecimiento y diferencias genéticas (Gundogan & Karaka, 2020; Alcazar-Valle et
al., 2021).

Podemos observar en el Cuadro 5 que la cisteina es el aminoacido esencial con
residuos de sulfuro, que se presenta en mayor (p < 0.05) concentracion, 891+
486y 1017 £ 662 mg+100 g en HFACr y HFACo; asi como 4041 + 2206 y 4809
+ 3130 en los aislados PFACr y PFACo, respectivamente. Mientras que, dentro
de los no esenciales, el acido glutdmico en HFACr (12.56 + 0.37 mg +100 g™*
harina) y en HFACo (11.66 + 0.85 mg *100 g™ de proteina), supera el indice de
consumo recomendado por la FAO (1.80 g 100 g™ de proteina) (Cuadro 5) para
el consumo de personas adultas. Entre los aminoacidos esenciales como leucina,
isoleucina, histidina y triptéfano y no esenciales como alanina, prolina y tirosina

se encuentran concentraciones por debajo de dicha recomendacion (Cuadro 5).
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Entre los aminoacidos esenciales, lisina y cisteina son los que exhiben valores
mayores (p < 0.05) tanto en HFACr y HFACo como en respectivas proteinas.
Altas concentraciones de lisina y cisteina y baja concentracion de triptéfano estan
directamente relacionadas con la prevalencia de albuminas y globulinas en las

proteinas de las leguminosas (Hojilla-Evangelista et al., 2018).

Entre los aminoacidos no esenciales, el acido glutamico y aspartico son
sobresalientes en su concentracion tanto en HFACr, HFACo como en las
respectivos aislados de proteina. El &cido glutdmico es responsable de la
palatabilidad sensorial de muchos alimentos procesados donde se encuentra,
pues se libera durante las operaciones de elaboracion como la coccién, cambios
de pH, hidrdlisis enzimatica, por fermentacién y/o maduracion con bacterias, al
ingerirse es metabolizado en nuestro sistema gastrointestinal, aporta ATP, pero
ademas puede ser el esqueleto precursor de otros aminoacidos (Brosnan, et al
2013).

Después del tratamiento térmico se observa (Cuadro 5) una disminucién
significativa (p < 0.05) de los aminoacidos arginina, asparagina y glutamina, esto
se atribuye a una modificacion quimica de las proteinas como la glucosilacién, la

glucoxidacion y la oxidacion (Paucar-Menacho et al., 2018).
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Cuadro 5. Perfil de aminoéacidos de harinas de frijol ayocote crudo (HFACr) y cocido (HFACo) y sus concentrados

Aminoacidos mg AA 100 g™ Consumo en adultos*
. - ,

esenciales TEAGT SEAGT "EAGo  PEAGO mg AA 100 g 'de proteina

Leucina® <1+0.0a <5+0.0a <1+0.02a <5+0.0a 1900

Isoleucina® <1+0.0a <5+0.0a <1+0.02a <5+0.0a 1300

LisinaP 529 £78.0 2 2401£190.0 @ 557 £41.0 @ 2634 £ 193.0 2 1600

Histidina® <1+£0.0->2 <5+0.0-2 <1+£0.0-> <5+0.0->2 1600

TreoninaP 36+0.7a 165+ 3.2 2 42 +2.8a 199+ 13.0a 900

Triptofano® 2+0.0 9+ 0.0 ND ND 900

Valina® <1+£0.0-2 <5+0.0-=2 <1+£0.0-> <5+0.0-2 1800

Metionina” <1+0.0a <5+0.0a <1+0.02a <5+0.0a NR

CisteinaP 891 +486.02 4041 +2206.02 1017 £+662.02 4809 +3130.02 NR

Fenilalanina® <1+0.0a <5+0.0a <1+0.02 <5+0.0a NR

No esenciales

ArgininaP 222+ 1.4a 1007 £ 6.4 a 119+11.0b 560£5%b 500

Arpargina® 55+2.8a 249 +12.8 a 19+40%b 90+2%b NR

Glutamina® 119+7.82 542 +35.2 a 11+4.0%b 52+2%b NR

Acido aspartico© 1,552 +245.0a 7,041+1112.02 1,631+134.02a 7,709+631.02 900

Acido glutamico® 2,770 +82.02 12,565+ 375.02 2466 +180.02 11,660 + 850.02 1,800

Glicina® 178 £62.9 2 809 +£285.0 2 268 £ 33.0 2 1,265 + 157.0 a 200

Serina® 565 £106.0 2 2,565+484.02 616+75.02 2,913 +354.02 500

Medias en la fila con la misma letra superindice, no muestran diferencia significativa (o > 0.05). ND: No determinado, NR:
No reportados, A: Aminoacidos hidrofébicos, B: Aminoacidos hidrofilicos, C: Aminoacidos &cidos, D: Aminoacidos basicos,

E: Aminoacidos aromaticos, HFACr:

*(FAO/OMS/UNU, 1985).

Harina de frijol ayocote crudo, HFACo: Harina de frijol ayocote cocido.
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3.3.4 Solubilidad

La solubilidad es un pardmetro importante dentro de la industria alimentaria, ya
gue nos permite definir las aplicaciones de los materiales utilizados como materia
prima y como pueden interactuar con los sistemas alimenticios a los que se
incorporen. El nivel de solubilidad de las proteinas también puede relacionarse
con sus propiedades tecno-funcionales como su capacidad de retencion de agua
y aceite, su capacidad espumante, capacidad emulsionante y/o gelificante
(Gundogan & Karaca 2020).

Las proteinas de HFACo y HFACr muestran valores de solubilidad en el intervalo
de valores de cercanos a los 45 mg de proteina *ml™ en valores de pH 2, y se
reducen de manera significativa (p < 0.05) a pH 3, mostrando menor solubilidad
(p = 0.05) HFACT, con respecto a HFACo (Figura 9).

El nivel de solubilidad a pH 4 es el menor (p < 0.05) observado para ambos tipos
de harina siendo significativa (p < 0.05) la diferencia por efecto del tratamiento
térmico, 4.913 + 0.436 mg proteina * mI™ HFACry 2.718 + 0.436 mg proteinasml|™
para HFACo (Figura 9). Los valores minimos de solubilidad, posiblemente se
atribuyen a la cercania del pH con el punto isoeléctrico de las proteinas en este
tipo de frijol ayocote. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Teniente-
Martinez et al. (2016) (pH 4) y Aremu et al. (2008) (pH 4.4) quienes trabajaron
con proteinas de frijol ayocote, este pH de menor solubilidad indica el punto
isoeléctrico en donde las cargas de los aminoacidos se igualan a cero, generando
la precipitacion de las proteinas (Kusumah et al., 2020), aunado a lo anterior, el
alto contenido de acido glutamico y aspartico (Cuadro 5) contribuyeron al punto
isoeléctrico de las proteinas del frijol en un medio acido cercano a pH 4
(Gundogan & Karaca, 2020).

Se puede observar (Figura 9), que en el intervalo de pH superior a 4 y hasta 13,
la solubilidad de las proteinas provenientes de HFACr y HFACo fue
incrementando de manera significativa (p < 0.05). Los valores de solubilidad para
la HFACo superaron los 100 mg *ml™ a pH 12 y fueron mayores (p < 0.05) a los
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exhibidos por la HFACr, que no supero los 60 mg *ml™ en el punto de mayor

solubilidad; asi mismo, a partir de pH 7 la solubilidad de las proteinas de HFACr

no mostré variabilidad (p < 0.05) en funcion del pH.

Solubilidad (mgemI™)

120 ~

100 +

o
o
1

o
o
1

D
o
1

N
o
1

o
1

—a— HFACR

| —e— HFACoO

pH

Figura 9. Solubilidad de proteinas de harina de frijol ayocote en funcién del pH.

Los valores mas altos (p < 0.05) de solubilidad de las proteinas de HFACo se

encontraron a pH 12, este resultado coincide con lo reportado por Teniente-

Martinez et al. (2019) quienes reportan la mayor solubilidad de proteinas de

Phaseolus coccinus a este valor de pH. Lo anterior, debido a las interacciones

electrostaticas intramoleculares repulsivas, que inducen el despliegue de la

molécula proteinica, consecuentemente se promueve la formacion de puentes de

hidrogeno intermoleculares entre los péptidos expuestos (Badui, 2006).
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La aplicacion de un tratamiento térmico al frijol ayocote, propicio el aumento de
solubilidad, se observa (Figura 9) que en HFACo la solubilidad de las proteinas
fue mayor que para HFACr, esto coincide con Tang et al. (2009), quienes
aplicaron tratamiento térmico en frijol rojo y mungo durante 30 min a 95 °C, como
resultado, observaron que hubo un aumento significativo en la solubilidad en
comparacion con las no tratadas, sin embargo, en otro estudio realizado en
proteinas de Phaseolus vulgaris a la misma temperatura (95 °C) aplicando
tratamientos térmicos mas prolongados (60-120 min) afectaron negativamente
disminuyendo su solubilidad (Tang & Ma, 2009).

El incremento de solubilidad en HFACo es atribuido en parte, al aumento en los
residuos cargados, inicialmente ocultos en el arreglo estructural de las moléculas,
como resultado de la desnaturalizacion o despliegue de las proteinas, por el
contrario, temperaturas mas altas y tiempos prolongados pueden afectar

negativamente a esta propiedad (Badui, 2006).
3.3.5 Rendimiento proteico de los aislados de proteina

El contenido de proteina en PFACr fue de 56.83 + 0.87 g *100 g' y en PFACo
fue de 71.36 + 2.84 g *100 g™*. Garg et al. (2020) evaluaron los factores que
influyen en la extraccion de proteinas en semillas de Prosopis cinerara usando
metodologia de superficie de respuesta, encontrando que el pH, la temperatura
y el tiempo de extraccion afectan el contenido proteico, lo cual también coincide
con lo reportado por Hojilla-Evangelista et al. (2018) quienes obtuvieron valores
superiores (79 — 82 %), utilizando diferente temperatura (45 °C) y tiempo de

extraccion (3 h) a los utilizados en este trabajo.
3.3.6 Digestibilidad proteica

Determinar la digestibilidad de las proteinas es importante debido a que esta nos
va a indicar la calidad de las proteinas y el nivel de liberacién de los aminoacidos

para su posterior absorcién en el intestino delgado (Kumar y et al., 2021). Los
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meétodos in vitro con diferentes enzimas emulan la capacidad de hidrolisis en un

sistema.

Después de someter a la digestibilidad in vitro, las muestras PFACr presentaron
valores de digestibilidad de 85 + 0.22 g <100 g™, mostrando un aumento
significativo (p < 0.05) cuando se sometieron los frijoles ayocotes al tratamiento
térmico PFACo, con valores de 91 £ 0.79 g 100 g™". Se ha reportado por Mufoz-
Veldzquez, et al (2009) intervalos semejantes entre 83.6 a 91.3 para variedades
de frijol. Asi mismo, reportan que el inhibidor de tripsina presente en leguminosas
provoca una baja digestibilidad de la proteina, por lo que una digestibilidad in vitro
superior al 80%, indica un adecuado tratamiento de inactivacion. Asi mismo,

reportan que la digestibilidad in vitro de la proteina aumenta con el secado.

Mariscal-Moreno (2021), evaluaron digestibilidad proteica en panes con
incorporacion de harinas de frijol ayocote y frijol comun, encontrando que la
menor digestibilidad proteica fue en las harinas crudas e incrementando en
harinas con frijol cocido y en pan. Los procesos agroindustriales a los que son
sometidos los frijoles durante su preparacion tales como remojo, coccion,
fermentacion, mejoran la digestibilidad de los nutrientes, biodisponibilidad y
calidad nutricional (Gomes-Almeida, et al, 2020). Consideramos que tras el
tratamiento térmico del frijol ayocote se inactivaron algunos componentes
antinutricionales como taninos, lectinas e inhibidores de tripsina que merman la
digestibilidad de las proteinas de leguminosas (Mohan y Mellem, 2020; Gomes-
Almeida, et al, 2020), esto puede explicar el aumento en la digestibilidad después
del tratamiento térmico. Asi también fue reportada mayor digestibilidad para
Phaseolus acutifolius sometido a coccion por Lopez-lbarra (2018).

Asi mismo, la composicion reducida de fibra en harinas de frijol ayocote (cuadro
4), debido al decorticado previo a la coccion pudo favorecer la digestibilidad;
Mariscal-Moreno (2021), encontraron una correlacién negativa en el contenido de
fibra y digestibilidad proteica in vitro, un aumento en el contenido de fibra en las
formulaciones mostr6 menor digestibilidad, por lo que consideran que el
procesamiento agroindustrial del frijol es fundamental para mejorar el acceso de
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las enzimas a la proteina e incrementar la digestibilidad, por lo tanto, su

biodisponibilidad.
3.3.7 Potencial Zeta (§)

Las interacciones entre los elementos que constituyen un alimento durante el
procesamiento, y de manera particular las proteinas, tienen gran relevancia,
debido a que estas interacciones son parte de la tecno-funcionalidad de exhiben
en el sistema alimenticio; tales como la estabilizacion de espumas, emulsiones y
su estabilidad; la textura que exhiba cuando sea consumido, asi como, la
biodisponibilidad de los ingredientes bioactivos que contenga (Cano-Sarmiento,
et al., 2018); por lo que, estudiar los cambios en su densidad de carga, repulsion
electrostatica, interacciones quimicas; favorece su comprension y que sean
tomados en cuenta en la formulacion y disefio de nuevos productos y/o procesos
(tratamientos térmicos, secado por aspersion, liofilizado, homogenizacion, altas
presiones).

La carga promedio de las proteinas generalmente se mide como potencial Zeta
(©), el cual tiene la finalidad de determinar la interaccién entre una particula
especifica con otras de caracter coloidal, a través de fuerzas de repulsion y
atraccion y de esta manera se puede medir la estabilidad de las dispersiones
coloidales (Gundogan & Karaca, 2020). Las proteinas provenientes de harina de
frijol ayocote crudo y cocido (PFACry PFACo) tuvieron una carga superficial que
surge principalmente de las regiones peptidicas expuestas, y de manera
particular de la ionizaciéon de los grupos superficiales de los aminoacidos; sin
embargo, tras pequefios cambios en el pH, pueden ocurrir cambios
conformacionales en la proteina que puede afectar su actividad.

La Figura 10 muestra los valores de potencial Z () que se obtuvieron de las
proteinas de frijol ayocote para cada tratamiento. Respecto a PFACT, los valores
se encontraron en el intervalo de 18.07 £ 0.32 mV (pH 3) a -26.43 £ 2.51 mV (pH
7) y para PFACo los valores oscilaron de 18.83 + 0.35 (pH 3) a -25.20 + 0.7 (pH

7), los resultados obtenidos en este estudio son similares a los que presentaron
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Gundogan y Karaca (2020) para proteinas de Phaseolus coccineus, presentando
valores de 23.7 mV (pH 3) y -20.4 (pH 7).

En todos los puntos del intervalo de pH evaluados, existié diferencia significativa
entre los valores de potencial z para PFACry PFACo, lo que demuestra un efecto
del tratamiento térmico sobre las proteinas. Entre pH 4 y 4.5, pueden observarse
los valores mas cercanos a cero, indicando que las cargas se encuentran
neutralizadas casi en totalidad, coincidiendo con su limitada solubilidad de las

proteinas (Figura 9).

Por otro lado, a partir de pH 4.5 se muestran (Figura 10) valores negativos en el
potencial ({) para ambas PFACry PFACo Yy, después de pH 4.5 hasta 7, muestran
una carga superficial negativa mayor (p < 0.05); esto probablemente a que el
perfil de aminoéacidos del frijol ayocote, el acido glutamico y aspartico se
encuentran en mayor concentracién (Cuadro 5), es decir, el 4cido glutdmico y
aspartico por debajo de su pl (3.22 y 2.97), se encuentran en su forma protonada
a medida que el pH aumenta y rebasa el pl, comienzan a desprotonarse (la forma

aniénica) adquiriendo asi una carga negativa (Badui, 2006).

Asi mismo, el desdoblamiento ocurrido en las proteinas a causa del tratamiento
térmico expuso mas residuos de aminoacidos &cidos, por consiguiente, el
aumento de la carga superficial neta negativa de las proteinas (Porras-Godinez
etal., 2015). Fasolin y Cunha (2013), caracterizaron aislados de proteina de soya,
encontrando valores de pl entre 4 y 5, con valores de potencial zeta negativos de
-10 a-30 en el intervalo de pHde 3 a 7.

Ademas, con este analisis se logré identificar el pl para cada muestra, en PFACo
a pH 4.4 y en PFACr a pH 4, en estos puntos, las proteinas igualan su niamero
de cargas positivas y negativas, por lo que su carga neta es cero, por lo tanto,
las fuerzas de atraccion entre particulas son mayores, por consiguiente, se
supera la repulsion y conduce a la agregacion de las mismas (Mayoral et al.,

2014). Posteriormente, a medida que los valores del potencial Z (£) se alejan de
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cero, las particulas comienzan a estabilizarse en la dispersion evitandose asi la

agregacion de las proteinas.

X7 —=— PFACT
- —e—PFACo
20

10 4

Potencial zeta (mV)

40

Figura 10. Potencial Z () de los concentrados de proteina de frijol ayocote crudo
(PFACT) y cocido (PFACo) como funcion del pH

3.3.8 Propiedades tecno-funcionales
a) Capacidad de retenciéon de agua

La capacidad de retencién de agua (CRA) es definida como la cantidad de agua
retenida en un material hidratado al ser sometido a una fuerza externa, por lo que
es la suma del agua enlazada, agua hidrodinamica y agua atrapada fisicamente
siendo la dltima la que mayor contribucién aporta en esta propiedad (Vegas et.,
2017). La muestra HFACr present6 una absorcion de agua de 1.38 + 0.06 g de

agua * g™ de harina. Estos valores coinciden con los reportados por Granito et al.
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(2009) (1.70 y 1.89 g de agua/g harina) pero son menores a los reportados por
Siddiqg et al. (2010) (2.23 y 2.65 g de agua/g harina) para Phaseolus vulgaris.

Después del tratamiento térmico, la absorcion de agua en HFACo fue de 2.28 +
0.15 g agua * g™' de harina, observandose un incremento significativo (p < 0.05),
similar a lo reportado por Navarro y Lépez (2019) (2.57 g de agua/ g de harina)
en Phaseolus vulgaris sometido a tratamiento térmico, pero menor a lo reportado
por Granito et al. (2009) (2.73 - 4.41 g de agua/ g de harina) en Phaseolus vulgaris
cocido.

El incremento en la capacidad de retencion de agua (CRA) después de la coccion
del frijol, puede ser atribuido a una desnaturalizaciéon o desdoblamiento de las
proteinas del frijol como efecto del tratamiento térmico aplicado, lo que permitio
el acceso del agua a los residuos de aminoé&cidos polares, los cuales tienen gran
afinidad por el agua. Aunado a lo anterior, la gelatinizaciéon del almidén tras la
coccion y el hinchamiento de la fibra dietética contenidos en la HFACo,
contribuyeron a la retencion de agua y por lo tanto el incremento en esta

propiedad funcional (Granito et al., 2009).

Por otra parte, la CRA en PFACr fue de 4.24 £ 0.18 g agua * g™" proteina, y redujo
en proteina proveniente de frijol ayocote con tratamiento térmico PFACo a 2.51
+0.04 gagua * g proteina, presentando diferencia estadisticamente significativa
(p = 0.05). Estos valores son mayores a los reportados por Gundogan y Karaca
(2020) en proteinas de Phaseolus coccineus (2 g de agua/g de proteina)

evaluada a pH 4.5.

La muestra PAFCr posee mayor capacidad de interaccionar con el medio acuoso
debido a su mayor carga superficial (Figura 10), al pH de evaluacion y la retencion
de agua es mayor cuando los aminoacido se encuentra en forma ionizada, por lo
gue, a medida que haya una mayor concentracion de aminoacidos cargados, la
retencién de agua serd mayor (Miquilena et al., 2016), tal como lo reportaron
Wani et al. (2015), quienes encontraron mayor retencion de agua (5.34 — 5.83 g
de agua/ g de aislado) en proteinas de Phaseolus vulgaris L. evaluadas a pH 7.

68



Aunado a lo anterior, considerando la pureza de PFACr, es posible que la
presencia de carbohidratos haya aumentado la retencion de agua, debido a que
se ha demostrado que la presencia de estos componentes mejora dicha
propiedad (Hojilla-Evangelista et al., 2018).

b) Capacidad de retencion de aceite

La capacidad de retencion de aceite (CRG) de un alimento esta relacionada con
el nimero de cadenas laterales no polares de las proteinas que se enlazan con
cadenas hidrocarbonadas de los lipidos (Vegas et. al, 2017). Los valores de CRG
en harinas de frijol ayocote fueron de 0.68 + 0.04 y 0.66 + 0.05 g aceite* g™* de
harina para HFACr y HFACo respectivamente, sin encontrar diferencia
significativa (p > 0.05). Los valores son menores a lo reportado por Siddiq et al.
(2010) (1.23 - 1.52 g de aceite/ g de harina) en Phaseolus coccineus. El mismo
comportamiento fue encontrado para la capacidad de retencion de aceite en
PFACr y PFACo con valores 0.58 £ 0.03 y 0.59 + 0.05 g aceites g™ de proteina
respectivamente, sin presentar diferencia significativa (p > 0.05), estos resultados
fueron menores a los reportados por Gundogan y Karaca (2020) (4.0 - 5.4 g de

aceite/ g aislado) en proteinas de Phaseolus coccineus y Phaseolus vulgaris.

La diferencia que se presenta en los valores de retencion de aceite puede ser
debido a la presencia de cadenas laterales no polares de los aminoacidos que
conforman las proteinas las cuales interaccionan con las cadenas
hidrocarbonadas de lipidos (Li et al., 2010), ademéas de factores como la
microestructura o tamafio de particula que limitan la retencion de agua y aceite.
Aunado a lo anterior, la mayor interaccién entre proteinas efectuada en pH
cercanos al pl evita la mayor adsorcion de aceite, haciendo que esta propiedad
disminuya (Du et al., 2017).

Las proteinas al tener propiedades anfifilicas tienen la capacidad de interactuar
con el agua y el aceite siendo estas macromoléculas las que influyen
principalmente en el aumento o reduccion de estas propiedades en los alimentos.

Este comportamiento puede determinar la estabilidad sensorial y de

69



almacenamiento en formulacion de bebidas, panaderia, productos carnicos entre
otros (Alfaro-Diaz et al., 2020).

c) Capacidad y estabilidad espumante

Tras evaluar la capacidad espumante (CE) en HFACr y HFACo a diferentes
valores de pH, se presentd diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05).
En la Figura 11 A se muestra que a pH 6 tuvo una CE de 53.3 £ 5.8 ml espuma-
100 mlI™ de dispersion de HFACT, similar a lo reportado por Granito et al. (2004)
en harina de Vigna sinensis (59 %) y superiores en harina de cuatro variedades
de Phaseolus. vulgaris (20 - 41.05 %) reportados por Granito et al., 2009. A pH 3
se logra observar (Figura 11A) una disminucion de la capacidad espumante
obteniéndose 40 + 0.0 ml espuma+ 100 mI™ de dispersion de HFACr similar a lo

reportado por Sangronis y et al. (2004) Phaseolus vulgaris a pH 3 (36.7 - 45 %).

La solubilidad de la proteina se encuentra estrechamente relacionada con la
propiedad tecno-funcional espumante (Teniente et al, 2019), asi podemos
observar en la Figura 9, que conforme se acerca al valor del pl se reduce
significativamente su solubilidad, y por tanto, afecta de manera negativa la CE en
HFACT.

El tratamiento térmico aplicado a frijol ayocote, afecté negativamente la
propiedad espumante de la harina, debido a que a pH 6 se formé solo 10 + 0.0
ml de espuma- 100 mI™ de dispersién de HFACo y a pH 3 no hubo formacion de
esta, lo anterior coincide con los resultados reportados por Granito et al. (2004) y
Garcia et al. (2019), quienes obtuvieron 59 y 14 % de espuma en harina cruda y
8y 3.2 % respectivamente después del tratamiento térmico. La desnaturalizacion
de las proteinas mediante su agregacion y precipitacion, la proporcion de
regiones hidrofobicas e hidrofilicas; asi como las restricciones estructurales de
las mismas evitan su absorcién en la interfase aire-agua de la espuma (Boye et
al., 2010).
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Por otra parte, la CE de las proteinas PFACr y PFACo se observa en la Figura
11 B, la proteina de HFACr form6 64.62 +y 70.13+ ml espuma* 100 mI™ de
solucion de PFACr a pH 3 y 6, respectivamente, similar a lo reportado por Wani
et al. (2015) en proteinas de Phaseolus vulgaris (76 — 96 %) a pH 6. Al
encontrarse una gran influencia de la solubilidad sobre la CE, puede observarse
en la Figura 9, la solubilidad de PFACr fue mayor (p < 0.05) a pH 6 que a pH 3,
teniendo este mismo comportamiento en la CE. Se ha reportado que las proteinas
de frijol tienen una CE y una estabilidad bajas o0 moderadas que se atribuyen a
su estructura compacta y rigida (Hojilla-Evangelista et al., 2018). Por otro lado, a
pH superior a pH 6 y hasta 12, region donde se observé mayor solubilidad (p <
0.05) de las proteinas de ayocote PFACry PFACo (Figura 9), se observé también
mayor CE (p < 0.05) a pH 6.

La CE aumento6 significativamente (p < 0.05) después del tratamiento térmico a
79.17 + 1.2 y 86.67 + 3.85 ml espuma+ 100 mI™ de solucién de PFACo apH 3y
pH 6 respectivamente (Figura 11 B). El despliegue de las proteinas efectuado por
el tratamiento térmico permite la exposicion de regiones hidréfobas y/o residuos
de aminoacidos hidrofébicos que se orientan a la fase dispersa de la espuma
formando una membrana interfacial y mejora dicha propiedad (Akharume et al.,
2021), ademas PFACo presenta mayor (p < 0.05) carga superficial neta a pH 6 (-
27 £0.61 mV)y 3(18.83+0.35) que PFACrapH 6 (-20 £ 2.41) y 3 (18.06 + 0.32)
(Figura 10), la cual influye directamente sobre esta propiedad, al reducir las
interacciones hidrofébicas y evitando la agregacion de las mismas (Gundogan &
Karaca, 2020).

Las proteinas solubles del frijol (albuminas y globulinas) tienen la capacidad de
reducir la tensién superficial que se encuentra en la fase dispersa (aire) y la fase
continua (agua), desplegandose e interactuando entre si para formar peliculas de
proteinas multicapa con una mayor flexibilidad en la interfase aire-liquido

manteniendo asi mismo su estabilidad (Chaparro et al., 2014).

71



A)
100 -

B HFACT
B HFACoO

03]
o
I

o
o
I

40 A

20

Capacidad espumante (mle 100 mI™)

B)
100 ~

B PFACTY a
1 [ ]PFACo

04]

o
]
T

(o))
@)
|

40 -

20 —

Capacidad espumante (mle 100 ml™)

pH

Figura 11. Capacidad espumante. A) harina de frijol ayocote crudo (HFACr) y
harina de frijol ayocote cocido (HFACo) y B) proteinas de frijol ayocote crudo
(PFACT) y proteinas de frijol ayocote cocido (PFACO0), a diferente pH.
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Respecto a la estabilidad de espuma (EEs) de las harinas HFACr y HFACo, en
la Figura 12 A. Se observa mayor (p < 0.05) estabilidad a pH 6 en HFACr mientras
gue a pH 3 hubo colapso total a los 30 min. Por su parte, a pH 6 en HFACo a los
5 min ya se habia desestabilizado la espuma, lo anterior coincide con Granito et
al. (2004), quienes observaron que al aplicar tratamiento térmico en Vigha
sinensis la estabilidad espumante fue menor con respecto al que no tuvo
tratamiento, se ha informado que la formacién y estabilidad de la espuma es
afectada por la presencia de lipidos (Nifio et al., 2017).

Con respecto a las proteinas, en la Figura 12 B se observa que, a los 15 min,
PFACo a pH 6 mostré menor (p < 0.05) estabilidad (46.35 + 2.72 ml espuma-+ 100
ml™ de soluciéon de PFACo), mientras que las demas muestras mantenian entre
84.00 — 88.00 ml espuma* 100 ml™ de solucidon de proteina sin presentar
diferencia significativa (p < 0.05). La diferente estabilidad de cada muestra pudo
haberse producido por la proximidad de cada una a su pl, en donde la carga neta
es cero, por lo que, al no haber repulsion entre ellas mejora su interaccion
permitiendo la formacién de una pelicula con mayor contenido de proteina en la
interfase (Wani et al., 2015).

A diferencia de la capacidad espumante que depende de la velocidad de
adsorcion, la flexibilidad y la hidrofobicidad de las proteinas para poder
interactuar con la interfase aire agua, la estabilidad de espuma dependera de la
pelicula proteica que rodea a la espuma y al tamafio de esta, se ha reportado que
espumas de tamafio mas pequefio resisten mas a la deformacién y por

consiguiente al colapso (Martinez-Velasco et al., 2018).
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Figura 12. Estabilidad espumante. A) harina de frijol ayocote crudo (HFACr) y harina
de frijol ayocote cocido (HFACO0) y B) proteinas de frijol ayocote crudo (PFACr) y
proteinas de frijol ayocote cocido (PFACO0), a diferente pH.
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d) Capacidad emulsionante

La capacidad emulsionante (CEm) de las harinas HFACr y HFACo se observa en
la Figura 13 A, la HFACr pH 3 presentd 58.73 + 1.46 g aceite* 100 g™* harinay a
pH 6, 50 + 0.0 g aceites 100 g™ harina (Fig 13 A), estos valores similares
reportaron Siddiq et al. (2010) en Phaseolus vulgaris (45.5 a 60.5 %). La CEm
dependera del tamafio, flexibilidad, carga y extensiébn de las regiones
hidrofébicas de las proteinas, asi como del pH y fuerza i6nica del medio y los
complejos que se forman entre proteinas y polisacaridos, mejorando el volumen
y estabilidad de emulsion debido a los efectos de repulsion estérica que se
generan por la modificacién de las cargas eléctricas de los polimeros (Hojilla-
Evangelista et al., 2018).

En HFACo se observa (Figura 13 A) una disminucién significativa (p < 0.05) a pH
3 (18 + 2.65 g aceite* 100 g harina) y 6 (41.66 + 2.89 g aceites 100 g™ harina)
respecto a los valores que mostré6 HFACT, dicho comportamiento es similar a lo
reportado por Garcia y et al. (2019) en harina de Phaseolus lunatus crudo (43.8
%) y cocido (6.5 %), el aumento en el contenido de fibra en HFACo pudo haber
influenciado en dicha disminucién ya que se ha que se ha reportado que algunos
alimentos ricos en fibra no tienen la capacidad de formar emulsiones, debido a
gue esta depende de sus grupos hidrofilicos y lipofilicos presentes en sus

componente (Ramirez y Pacheco, 2009).

Respecto a la CEm de las proteinas (PFACr y PFACO), en la Figura 13 B, se
observa que el tratamiento térmico no influyé de manera significativa (p > 0.05)
sobre esta propiedad, contrariamente al pH, habiéndose efectuado mayor (p <
0.05) porcentaje de emulsificaciéon a pH 6, 80.95 + 8.2y 76.19 + 4.1 g aceite* 100
g™' PFACo PFACTr respectivamente con respecto a el pH 3 donde se obtuvieron

valores de CEm fueron menores (p < 0.05) (Figura 13 B).
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Figura 13. Capacidad emulsionante. A) harina de frijol ayocote crudo (HFACr) y
harina de frijol ayocote cocido (HFACo0) y B) proteinas de frijol ayocote crudo
(PFACTr) y proteinas de frijol ayocote cocido (PFACO0), a diferentes pH.
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Gundogan y Karaca (2020) observaron que los aislados con carga neta y
solubilidad significativamente mas altas de las proteinas, ademas de su
contenido de aminoacidos hidrofébicos mejoran la CEm de las proteinas,
mientras que, Hojilla-Evangelista et al. (2018) observaron que dicha propiedad
mejora a medida que las proteinas se alejan de su pl debido a que se efectla
una mayor repulsion entre proteinas, permitiendo asi la formacion de gotas mas

pequefias, las cuales también permiten mayor estabilidad en la emulsion.

Ademas de las caracteristicas estructurales de las proteinas, las emulsiones
también van a depender de factores extrinsecos como: pH, fuerza ionica,
temperatura, azucares presentes y volumen de la fase oleosa del medio, el tipo
de equipo utilizado para formar la emulsion, la velocidad de incorporacion del

aceite y el nivel de agitacion (Badui, 2006).
e) Capacidad gelificante

En concentraciones de proteina de frijol ayocote < 10 g * 100 ml dispersion, se
forman geles muy débiles con gran tendencia a fluir, mostrando un

comportamiento viscoelastico predominante.

La concentracién minima de gelificacion (CMG) requerida para ambas muestras
fue de 12 g » 100 mI™ dispersion. Los resultados obtenidos (Figura 14 Ay 14 B).
son similares a los obtenidos por Granito et al. (2004), quienes evaluaron las
propiedades gelificantes de proteinas de Vigna Sinensis observando que se
requiere una CMG de 14 % (p/v), mientras que Gundogan y Karaca (2020)
requirieron concentraciones mas bajas (8 - 10 % p/v) en proteinas de diferentes

variedades de Phaseolus vulgaris y Phaseolus coccineus.

La temperatura de calentamiento es uno de los factores que influyen en la
formacion de gel, debido a que la desnaturalizacion que se produce debido al
tratamiento térmico aplicado a las proteinas que permite un cambio de
conformacion de la proteina a una conformacion desplegada en donde los grupos

funcionales como sulfihidrilos o hidrofobicos quedan expuestos interactuando
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entre si hasta formar agregados, a medida que la concentracibn aumenta la

agregacion de las proteinas permite la formacion del gel (Renkema, 2001).

Ademas del tratamiento térmico, la gelificacion de las proteinas también se vera
afectada por el pH del medio, sales y otros aditivos, se ha reportado que el pH
optimo para la formacion de geles esta entre 7 y 8 para la mayor parte de las

proteinas, siendo el pH 7 el mas utilizado para la evaluacion de esta propiedad

en proteinas de diferentes especies de frijol (Gundogan & Karaca et al., 2020;
Granito et al., 2004; He et al., 2020; Tan et al., 2014).

e : Rcs -

Figura 14. Capacidad gelificante. A) proteinas de frijol ayocote crudo (PFACr) y
B) proteinas de frijol ayocote cocido (PFACO0), a diferentes concentraciones.

3.3.9 Hidrélisis enzimética

El grado de hidrdlisis indica el grado de modificacion estructural que tiene una
proteina nativa a través de la generacién de nuevos péptidos de menor peso
molecular, ademas estima el porcentaje de enlaces peptidicos escindidos
durante la reaccion enzimética (Gasca-Tuz et al., 2017).
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El GH respecto a los grupos amino terminal en PFACr fue de 12.60 % 0.33 %,
mientras que en PFACo se obtuvo el 48.4 £ 5.70 %, presentandose diferencia
significativa (p < 0.05). El tratamiento térmico permitié el desdoblamiento de las
moléculas de proteinas debido a un aumento en la energia cinética que
interrumpe las interacciones covalentes y no covalentes dando como resultado
una mayor accesibilidad de las enzimas al sustrato generando una mayor tasa

de escision (Mojica et al., 2014).

Lo anterior coincide con lo reportado por Mojica et al. (2014) quienes encontraron
mayor grado de hidrolisis en proteinas de Phaseolus vulgaris precocido (>35 %)
gue en el crudo (<35 %), asi mismo, Torres et al. (2016) hidrolizaron proteinas
de diferentes leguminosas sometidas a diferentes tratamientos térmicos, como
resultado obtuvieron que solo las que se sometieron a tratamientos térmicos

prolongados aumentaron el grado de hidrolisis de sus proteinas.

El grado de hidrélisis en PFACo (48.4 %) fue mayor a lo reportado por Ciau-Solis
et al. (2017) (33.2 %), Polanco-Lugo et al. (2014) (15.9 %) y Gasca-Tuz et al.
(2017) (20.54 %) en aislados de proteinas de Phaseolus lunatus, en una hidrélisis
secuencial de pepsina pancreatina, con 90 y 60 min de reaccion, mientras que
Castafieda Pérez et al. (2019) obtuvieron un grado de hidrdlisis de 23.12 % en

proteinas de frijol Vigna unguiculata con 90 min de reaccion.

Los péptidos generados de las proteinas del frijol ayocote representan un grupo
de péptidos que se asemejan a los péptidos que se generan durante la digestiéon
gastrointestinal de las proteinas en nuestro organismo, debido a que la pepsina
es una enzima proteolitica que se genera en el estbmago durante la digestion de
los alimentos, mientras que en el pancreas se liberan proteasas como la tripsina,
quimotripsina y elastasa, de las cuales estd compuesta la pancreatina (Tovar-
Benitez et al., 2020).
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3.3.10 Actividad antioxidante
a) Compuestos fendlicos totales (CFT)

En la figura 15 se observa que en todas las muestras presentaron CFT. De
manera general, los valores exhibidos fueron inferiores a los reportados por
Alvarado-Lopez et al. (2019) (1292.24 - 2075.91 mg EAG/KQ) quienes trabajaron
en diferentes variedades de frijol ayocote entero. Es importante aclarar, que se
ha reportado que aproximadamente el doble de la concentracion de estos
compuestos se encuentra en la testa que en cotiledén (Quiroz-Sodi et al., 2018),
por lo que la concentracién encontrada en las proteinas de ayocote (PFACry

PFACo) corresponde Unicamente a la fraccion del cotiledén.

Se observa en la figura 15, un valor previo a la hidrdlisis de 15.55 mg EAG *Kg™
PFACr, mientras que en PFACo se obtuvo un valor de 25.07 mg EAG+Kg™
PFACo significativamente mayor (p < 0.05, que puede ser atribuido al tratamiento
térmico, Rodriguez-Salinas et al. (2021) encontraron que mediante el proceso de
pasteurizacion en maiz, la concentracion de compuestos fendélicos aumentaron,
esto se debe probablemente a que con el tratamiento térmico se rompen enlaces
covalentes de los compuestos fendlicos convirtiéndolos en compuestos fenélicos
de alto peso molecular a compuestos fendlicos de bajo peso molecular, lo anterior
puede justificar el aumento en el contenidos de compuestos fendlicos en la

muestra PFACo.

Después de la hidrolisis enzimatica, los valores de CFT en PFACr aumentaron
significativamente (p < 0.05) a 20.68 mg EAG+Kg™ PFACr. En el frijol, el mayor
contenido de compuestos fendlicos en su fraccion ligada se encuentra unido
covalentemente a los componentes estructurales de la pared celular, como la
celulosa, hemicelulosa, lignina, pectina y proteinas estructurales (Rochin-Medina
et al.,, 2021), después de la hidrolisis aplicada a las proteinas ocurre una
disociacion de los complejos proteina-polifenol permitiendo la liberacion de

fragmentos de péptidos asociados con los polifenoles, tal como lo reportan Roy
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et al. (2019) en proteinas hidrolizadas de Phaseolus vulgaris, esto justifica el

mayor contenido de CFT después de la hidrolisis enzimatica en PFACT.

Sin embargo, después del proceso de hidrdlisis, el CFT en PFACo disminuy6 de
manera significativa (p < 0.05) a 17.53 mg EAG-Kg™" PFACo, Este
comportamiento fue reportado también por Almanza et al (2008), para frijol negro
sometido a coccion que tuvo una reduccion del 50% en el CFT; y por Diaz et al,
(2006) al analizar variedades silvestres y cultivares de frijol mexicano reportando
reducciones significativas en quercetina y kaempferol, esto puede ser debido a

gue en el tratamiento térmico existe modificacion de los fenoles.

PFACr PFACr H PFACo PFACo H

Figura 15. Contenido de compuestos fendlicos totales. PFACT: proteinas de frijol
ayocote crudo. PFACr H: Proteinas hidrolizadas de frijol ayocote crudo. PFACo:
Proteinas de frijol ayocote cocido. PFACo H: Proteinas hidrolizadas de frijol
ayocote cocido.

Estos resultados indican que, parte de la actividad antioxidante de las muestras
es debido a los CFT encontrados en cada una de ellas, debido a que se ha

informado que el frijol posee elevada actividad antioxidante, a causa de la
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presencia de altas cantidades de compuestos fendlicos, principalmente

antocianinas y taninos condensados (Bedoya y Maldonado, 2022).
b) DPPH

La actividad antioxidante las proteinas y sus hidrolizados es definida como su
capacidad para reaccionar con el radical DPPH de modo que se transforme en
una forma no radical, esto es a través de la eliminacién de radicales por la

donacién de electrones (Wijatniko y Murdiati, 2019).

La PFACr mostré un valor de capacidad antioxidante (TEAC) de 0.016 + 0.00 mM
eq TROLOX mg proteina, después de la hidrélisis enzimatica no se observo
diferencia significativa (p > 0.05), obteniendo un valor TEAC de 0.015 + 0.00 mM
eq TROLOX mg* proteina, similar a lo reportado por Valdez-Ortiz et al. (2012)
(0.014 - 0.027 mM/mg proteina) quienes trabajaron en hidrolizados de proteina
de Phaseolus vulgaris. En cambio, la muestra PFACo presento6 un valor de TEAC
de 0.027 + 0.00 mM eq TROLOX mg* proteina y después de la hidrolisis
enzimatica se observa una disminucion significativa (p < 0.05) a 0.009 + 0.00 mM
eq TROLOX mg proteina (Figura 16 A).

Aunado a lo anterior, para determinar la actividad antioxidante potencial de las
muestras estudiadas se calculo el ICs,, definido como la concentracién necesaria
para inhibir el 50 % de la actividad del radical DPPH. La muestra PFACr requiere
una concentracion de 2.32 + 0.03 mg proteina y esta disminuye después de la
hidrolisis enzimética a 1.86 + 0.05 mg proteina, mientras que la muestra PFACo
requiere 1.12 + 0.00 mg proteina y después de la hidrolisis, 1.50 + 0.05 mg
proteina para inhibir el 50 % del radical DPPH (Figura 16 B).

La actividad antioxidante de los hidrolizados depende principalmente de la
estructura primaria de los péptidos presentes, siendo las enzimas las que
determinan dicha estructura, se ha encontrado que a través de la hidrdlisis
secuencial con pepsina-pancreatina se han generado péptidos con actividad

antioxidante, los cuales, a menudo incluyen restos de aminoacidos hidrofobicos
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como valina, leucina en el aminoacidos terminal, asi como Pro, His, Tir, Met y Cis

en sus secuencias (Gallegos et al., 2013).
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Figura 16. A) Captacion del radical libre DPPH. B) Valores de ICs, sobre el radical
DPPH. PFACT: proteinas de frijol ayocote crudo. PFACr H: Proteinas hidrolizadas
de frijol ayocote crudo. PFACo: Proteinas de frijol ayocote cocido. PFACo H:
Proteinas hidrolizadas de frijol ayocote cocido.
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Asi mismo, aminoacidos como la lisina y arginina (aminoacidos basicos), los
cuales se encuentran presentes en mayores cantidades en las proteinas de frijol
ayocote, se han hallado de manera repetida en péptidos con actividad
antioxidante (Lezama-Garcia et al., 2018).

c) ABTS

Para el ensayo de decoloracion del radical libore ABTS, se observaron valores de
0.308 £ 0.02 y 1.63 + 0.00 mM eq TROLOX mg™ proteina antes y después de la
hidrélisis enzimatica respectivamente (Figura 17 A), siendo menores a los
reportados por Tovar-Benitez et al. (2020) (2.42 mM/mg de proteina) y Valdez-
Ortiz et al. (2012) (1.903 — 3.778 mM/mg proteina) en proteinas hidrolizadas de
Phaseolus vulgaris. Por otra parte, PFACo mostr6 un valor de 0.56 + 0.00y 1.95
+0.07 MM eq TROLOX mg proteina, antes y después de la hidrélisis enzimatica,
esto es menor a lo obtenido por Betancur-Ancona et al. (2014) (6.4 mM/ mg

proteina), en proteinas hidrolizadas de Phaseolus vulgaris cocido.

El ICso para la muestra PFACr antes de hidrolizar fue de 0.84 + 0.03 mg de
proteina, y después de la hidrolisis enzimatica se observd una disminucion
significativa (p < 0.05) a 0.020 + 0.00 mg de proteina, lo cual indica que se
requiere una concentracion menor para inhibir el 50 % de la actividad del radical
ABTS. En la muestra PFACo se observé un IC5, de 0.39 £ 0.00 mg de proteina
y después de la hidrolisis enzimética hubo una disminucion significativa (p < 0.05)
a 0.006 = 0.00 mg de proteina (Figura 17 B).

Los valores que se obtuvieron a través del radical ABTS fueron superiores a los
del radical DPPH, esto coincide con lo reportado por Evangelho et al. (2017) y
Valdez-Ortiz et al. (2012) quienes indican que ABTS es mas sensible para
determinar la capacidad antioxidante de las muestras a concentraciones mas
bajas de inhibidor, sin embargo, ambos radicales han sido los mas utilizados por
su excelente estabilidad en diferentes condiciones (Kuskoski et al., 2005), no

existe un método que refleje de forma completa el perfil antioxidante de una
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muestra, por lo que lo mas acertado es la comparaciéon de diferentes métodos

para facilitar la interpretacion de resultados (Sanchez-Mendoza et al., 2016).
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Figura 17. A) Captacion del radical libre ABTS. B) Valores de ICs, sobre el radical
ABTS. PFACT: proteinas de frijol ayocote crudo. PFACr H: Proteinas hidrolizadas
de frijol ayocote crudo. PFACo: Proteinas de frijol ayocote cocido. PFACo H:
Proteinas hidrolizadas de frijol ayocote cocido.
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Los posibles factores que podrian explicar la diferencia en ambos métodos son
los siguientes: 1) las longitudes de onda utilizadas en cada método DPPH (515
nm) y ABTS (750 nm), habiendo a 515 nm una mayor interferencia de
compuestos coloreados, por lo tanto, se mide mayor actividad antioxidante y 2) a
los mecanismos de reaccion del DPPH y los captadores de radicales libres, que
también estan influenciados por las conformaciones estructurales de los
antioxidantes. Por lo tanto, las moléculas pequefias que tienen un mejor acceso
al sitio del radical tienen una mayor actividad antioxidante aparente con esta
prueba (Beserra et al., 2011).

3.3.11 Actividad antihipertensiva

Los péptidos antihipertensivos son péptidos bioactivos que muestran actividad
por la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I), la cual esta
relacionada con la regulacion de la presion arterial por la modulacién del sistema
renina-angiotensina, dicha inhibicién es de tipo competitivo debido a que los
inhibidores se ligan a la enzima de misma manera que esta se liga al sustrato
(Torruco-Uco et al., 2008).

Todas las muestras antes y después de la hidrolisis enzimatica mostraron
actividad sobre la ECA-I (Figura 18). La muestra PFACr y PFACo presentaron
una actividad de 95.65 +6.12 %y 94.56 + 4.61 % respectivamente, no se observé
diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05), estos resultados fueron mas
altos que los reportado por Schisano et al. (2019) quienes presentan valores en
un rango de 54 — 62 % en proteinas de Phaseolus vulgaris, mientras que Mune
et al. (2018) y Li et al. (2006) reportaron que no hubo actividad en las proteinas
aisladas de Vigna subterranea y Vigna radiata.

Después de la hidrdlisis enzimatica se observo una disminucion en PFACr (54.54
+ 4.28 %) y en PFACo (83.3 £ 6.43 %), esta reduccién pudo ser debido a la
liberacion de péptidos de aminoacidos con menor actividad inhibidora de la ECA-
| (Garcia-Mora et al., 2015), debido a que la bioactividad de los péptidos va a

depender de su composicion en aminoacidos y la posicidon que ocupen, péptidos
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que poseen aminoacidos de fuerte hidrofobicidad en su C- y N- terminal,
aminoacidos aromaticos que se encuentran en el C-terminal y aminoacidos con
carga positiva tienen potentes actividades inhibidoras de la ECA-I (Ciau-Solis et
al., 2017; Udeh et al., 2021).

Sin embargo, valores similares reportaron Boschin et al. (2014) en hidrolizados
de proteinas de leguminosas como Cicer arietinum (86 %), Lens culinaris (79 %),
Lupinus angustifolius (89 %), Lupinus albus (80 %), Phaseolus vulgaris (77 %),
Pisum sativum (71 %) y Glycine max (88 %), mientras que Ciau-Solis et al. (2017)
reportaron porcentaje de inhibicion mas bajo (10.53 %) en proteinas hidrolizadas

de Phaseolus lunatus L.

Inhibicion (%)

HFACr HFACr H HFACo HFACo H

Figura 18. Inhibicibn de la enzima convertidora de angiotensina |. PFACr:
proteinas de frijol ayocote crudo. PFACr H: Proteinas hidrolizadas de frijol
ayocote crudo. PFACo: Proteinas de frijol ayocote cocido. PFACo H: Proteinas
hidrolizadas de frijol ayocote cocido.

La diferencia en la actividad inhibidora de la ECA-I de las diferentes muestras
comparadas puede ser debido a factores como la diferente estructura de las
proteinas, el procedimiento para su extraccion, asi como la composicion de la

mezcla de péptidos que fue influenciada por el proceso de digestion (enzima, pH,
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tiempo, temperatura, relacion sustrato/enzima, entre otros) y el método utilizado

para la determinacion de la actividad inhibidora de la ECA (Boschin et al., 2014).
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3.3.12 Conclusiones

Se obtuvo un rendimiento de harina en frijol ayocote crudo descorticado (HFACr)
de 71.62 %, el cual fue significativamente mayor (p < 0.05) con respecto al
obtenido a partir de frijol ayocote cocido descorticado (HFACo) de 55.78 %; cuyos
contenidos de proteina fueron de 21.15 + 0.23 g*100 g** HFACry 22.05+ 0.15 g
*100 g"'"HFACo. Entre los aminoacidos esenciales, lisina y cisteina predominaron

en ambas muestras.

La HFACr exhibié propiedades espumantes y emulsionantes, sin embargo, el
tratamiento térmico (HFACo) mostré efecto negativo (p < 0.05) sobre estas
propiedades tecno-funcionales.

Se aislaron proteinas de frijol ayocote crudo (PFACr) y cocido (PFAC0) en un
proceso de extraccion alcalina a pH 12 y precipitacion isoeléctrica a pH 4.4
(PFACr) y pH 4 (PFACO0), con contenido proteico de 56.83 + 0.87 % (PFACr) y
71.36 £ 2.84 % (PFACO).

La digestibilidad de PFACr fue de 85 £ 0.22 g *100 g™ y mejoro con el tratamiento
térmico aplicado al frijol ayocote (PFAC0) a 91 £+ 0.79 g 100 g™".

El tratamiento térmico del frijol ayocote permitié la mejora significativa (p < 0.05),
de CE y la EE en PFACr a pH 3, mientras que la CEm de fue mas afectada por
la solubilidad, siendo mayor (p < 0.05) a pH 6.

La concentracién minima de gelificacion para PFACr y PFACo fue de 12 g « 100
ml™ dispersion, obteniéndose geles estructurados.

Las PFACr y PFACo y sus hidrolizados mostraron actividad antioxidante sobre
los radicales DPPH y ABTS, encontrando mayor porcentaje de inhibicion sobre
el radical ABTS.

El contenido de CFT en las proteinas y sus hidrolizados pudieron haber
contribuido en la actividad antioxidante, estos se encontraron en mayor

concentracion en PFACo.
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Se encontré inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I) por
parte de las proteinas y sus hidrolizados, mostrando mayor inhibicion en las
muestras sin hidrolizar.

Las proteinas del frijol ayocote muestran propiedades tecno-funcionales y
bioactivas, las cuales al ser incorporadas en los alimentos pueden mejorar sus

propiedades fisicas y nutricionales.
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