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RESUMEN

El frijol es un alimento tradicional de la dieta mexicana culturalmente bien
aceptado y reconocido, aunque su consumo ha disminuido. En la busqueda de
alternativas para revertir este fendmeno, se pretende aprovechar la proteina
para obtener aislados o concentrados que ofrezcan otras posibilidades de
formas de consumo. Por lo tanto, el presente trabajo busca estudiar las

propiedades de la proteina del frijol.

Se utilizaron dos variedades negras de frijol (Phaseolus vulgaris) las cuales se
eligieron al azar vy de las que no se conoce su origen, pero mostraron
resultados similares. Fisicamente, la muestra 1 era mas grande, mas ancha y

con un brillo mas intenso que la muestra 2.

De cada uno de éstas se obtuvo un concentrado de proteina de frijol, que sirvid

para determinar sus propiedades fisicoquimicas y funcionales.

La pureza proteica obtenida en los aislados varié del 67 al 71%, con un
rendimiento proteico del 28.32% al 35.37%.

El aislado presentd una capacidad de absorcion de agua que varia segun la
proporcién de proteina/carbohidratos que presenta, mientras que la capacidad
de absorcién de grasa los valores fueron muy similares. Asimismo se presenta
una actividad espumante, la cual es estable por 30 minutos. El indice de
actividad emulsificante mas alto se da a una concentracién de proteina de
0.2% vy a pH 7, aunque la mayor estabilidad se da a pH 4. Los aislados solo
presentaron la formacion de un gel a pH 3 y con una concentracion de 20% de

proteina, lo cual hace la produccién de geles con los mismos poco viable.

Por otra parte se comprobd la presencia de flavonoides con capacidad
antioxidante en niveles de 13-15 mg/100 g de muestra, lo que ofrece una

caracteristica a explotar en productos elaborados con estos aislados.

Se proponen unas posibles aplicaciones conforme a los resultados obtenidos en

este proyecto.



1. INTRODUCCION

El estado nutricional de los individuos es uno de los indices basicos que
determinan su nivel de vida e influye de manera decisiva en su desarrollo
intelectual, econdmico y social.

Entre las distintas recomendaciones que la FAO ha establecido para aliviar una
alimentacion deficiente en distintas regiones del mundo, figura el aumento de
la produccion y consumo de oleaginosas como tal, o de alimentos formulados a
base de derivados proteicos provenientes de los mismos (FAO, 1985).

La mejora de la nutricidn es la primera razén para el uso de los aislados
proteicos vegetales en diferentes productos, aunque se han encontrado otros
efectos benéficos como la reduccién de los niveles de colesterol (Sautier et al.,
1986) y una incidencia en el indice glicémico. Ademas, los aislados proteicos
vegetales tienen un gran numero de aplicaciones por sus propiedades
funcionales. Asi, se emplean para aclarar el color, mejorar la textura de
carnes, embutidos y productos de panaderia y pastas, como en el procesado
de quesos (El-Sayed, 1997).

La disponibilidad de grandes cantidades de fuentes proteicas vegetales, como
la harina desengrasada de oleaginosas, junto con la tendencia a reducir la
ingesta de proteinas animales por sus precios elevados o por razones
ideoldgicas, ha fomentado en los Ultimos anos un gran desarrollo en los
procesos de extraccidon y mejora de éstas proteinas vegetales para su uso en
alimentacion humana. En los préoximos afios se va a producir un incremento en
la disponibilidad de nuevas fuentes proteicas vegetales y en la transformacion
de estas para su aplicacién con fines alimenticios muy concretos conforme a
las demandas del mercado en alimentacidn especializada (infantil o clinica).
Los aislados proteicos mas empleados son los de soya, ya que ofrecen ventajas
econdémicas, nutricionales vy funcionales, y mantienen las cualidades
sensoriales deseables necesarias para la aceptacién por el consumidor (Wagner
et al., 1990, Nagano et al., 1996, Henn et al., 1998). Hoy dia existen una gran
variedad de aislados de soya disponibles comercialmente, disefiados
especificamente para proporcionar las caracteristicas deseadas segun el

alimento de que se trate. La mayoria de las aplicaciones tienen lugar en
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alimentos tradicionales que ya tienen establecidos una serie de parametros de
utilizacion y calidad. Para tener éxito en estos productos, los aislados deben
mantener esta calidad homogénea. Esto quiere decir igual o similar color,
sabor, aroma, textura y composicién quimica y nutricional.

Estos requerimientos, exigidos por el consumidor, determinan el grado de
sustitucién proteica. En los Ultimos afios también se han producido aislados
proteicos de otros cultivos como colza (Zhou et al., 1990, Gongalves et al.,
1997, Xu et al., 1994b, Mahajan et al., 1995), trigo (Hettiarachchy et al.,
1996, Ahmedna et al., 1999), maiz (Lin et al., 1987), garbanzo (Sanchez-
Vioque et al., 1999), girasol (Saeed et al., 1988), ajonjoli (Lopez et al., 2005),
Phaseolus (Apostolatos 1984, Chau, C.-F. et al., 1997), e incluso de cultivos
menores como amaranto (Martinez et al., 1996). Por ultimo, las proteinas de
los aislados pueden ser modificadas quimicamente, como por ejemplo
mediante acilacién para mejorar determinadas propiedades como la solubilidad
(Wanasundara et al., 1997) o mediante desamidacion acida para mejorar otras
propiedades funcionales (Mimouni et al., 1994).

Una fuente de proteina muy importante son las leguminosas, las cuales son
ampliamente consumidas en la dieta mexicana. El frijol negro, considerado un
alimento nutracéutico, contiene un alto contenido en proteinas, fibra y
antocianinas, por lo que seria interesante explorarlo. Han hecho algunos
intentos para purificar a la proteina, como el realizado por Morales de Ledén y
col (2007), donde la semilla es extruida, por lo que seria importante evaluar la
factibilidad de su produccién con otros métodos quimicos, como es la

solubilidad diferencial y precipitacién isoeléctrica.



2. MARCO TEORICO

Las leguminosas son cultivos prioritarios tanto para la alimentacién humana
como para la animal, y se consideran segundos en importancia después de los
cereales. Han sido cultivadas por el hombre casi desde que se descubrid la
agricultura. Estas plantas se caracterizan por presentar frutos en forma de
vainas entre los cuales el frijol, las habas, las lentejas y los garbanzos son los
mas conocidos. Son ricas en proteinas, hidratos de carbono, minerales y
algunas vitaminas del complejo B.

Segun Paredes (2006) varios estudios arqueoldgicos revelan que el frijol, del
género Phaseolus, se origina en el continente americano, sefialando que es
posible que México sea el lugar de origen. Se argumenta que al principio del
siglo XVI, los espafioles llevaron a Europa las primeras semillas (Flores, 2004).
Existen indicios de frijoles comunes, Phaseolus vulgaris, hace 5 500 a 7 000
anos en el centro de México, donde abundan las poblaciones silvestres, pero su
cultivo intensivo se inicié entre los siglos I y VII D.C. La distribuciéon y
diversidad del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) se concentra en mas de un
40 % en México y Mesoamérica (Secretaria de Agricultura 1998, FAO 2004).
Es una de las leguminosas mas ricas en proteinas (20 %) y algunos
aminoacidos esenciales como la isoleucina, leucina, fenilalanina, treonina y
valina (Charley, et al. 1998).

El frijol posee un alto contenido de compuestos fendlicos (taninos, flavonoides,
antocianinas, acidos fendlicos) (Lin, 2008) y se diferencia del frijol de soya en
la cantidad de proteina, ya que para el frijol negro se tiene un 23.7%, mientras
que para el frijol de soya se presenta un 36.7%.

En México el frijol sigue siendo uno de los alimentos mas importantes para la
dieta de sus habitantes, puesto que su consumo anual fluctla alrededor de 11
Kg per capita (Castellanos, J., 1996, Secretaria de Agricultura 1998).

Nuestro pais posee el quinto lugar en la produccién mundial de frijol, y solo
durante 2004 se produjeron en nuestro pais 1,400,160 toneladas (FAO, 2004).
No obstante, se importa en promedio alrededor del 11% de la produccién para
cubrir la demanda interna (Secretaria de Agricultura 1998, FAO, 2004). El frijol

tiene gran importancia social porque existen 570 mil productores, ademas que
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genera un total de 76 millones de jornales que equivalen a 282 mil empleos
permanentes (Moreno, 2004). Los principales estados productores entre 1994
y 2007 fueron Zacatecas, Durango, Chihuahua y Guanajuato en el ciclo
primavera-verano, mientras que Nayarit y Sinaloa lo fueron en el ciclo otofio-
invierno y aportan 54.2% de la produccién (Secretaria de Agricultura 2008). El
frijol se cultiva practicamente en todos los estados del pais, pero la produccién
se limita al autoconsumo.

Actualmente se cultivan alrededor de treinta variedades distintas del frijol.
Dentro del género de Phaseolus encontramos cinco especies principales, las
cuales son las mas cultivadas: P. vulgaris “frijol comun”; P. acutifolius “frijol
tépari”; P. lunatus “frijol lima”; P. coccineus “frijol escarlata”; y P. polyanthus,

“frijol anual”.



3. ANTECEDENTES

Segun la FAO (2008), la produccién del frijol mundial se concentra en 129
paises de los cinco continentes, entre los que destacan por orden de
importancia India con 18.48%, Brasil con 16.55%, China con 11.47%, Estados
Unidos con 6.84% y México en quinto lugar con 6.80%.

El mayor consumo del frijol se presenta en zonas donde el estandar de vida es
bajo, principalmente en naciones que estdn en vias de desarrollo como
América Latina, Asia y Africa (FAO-SAGARPA, 2004). Segun la FAO (2008), de
los trece paises de mayor consumo de la leguminosa en el mundo, ocho
pertenecen a Ameérica Latina: Nicaragua, Brasil, México, Paraguay, Belice,
Costa Rica, Guatemala y Honduras, lo que confirma los altos niveles de
consumo en paises en vias de desarrollo. En este continente la especie
Phaseolus vulgaris se conoce con nombres diferentes; cuando se consume el
grano seco lo identifican como frijol, frisol, fréjol, habichuela, poroto, caranota,
chuwi, habilla, judia, alubia. Al ser ingerido como legumbre se le denomina

chaucha, habichuela, vainita y tabla.

3.1 La cultura del frijol en México

México se ubica entre los primeros seis paises con el mayor consumo de frijol
en el mundo. En el pais, el frijol es considerado como un producto tradicional
estratégico para el desarrollo rural del pais.

En unidén con el maiz, constituyen el fundamento de la dieta del mexicano, ya
gue es la principal fuente de proteinas para las clases socioecondmicas mas
bajas. Forma parte de la cultura gastrondmica de México.

A pesar de todo esto el consumo per capita desde la década de los ochenta
mantiene una tendencia negativa. Este declive se atribuye al aumento de la
concentracion y crecimiento de la poblacién en zonas urbanas, lo cual conlleva
a modificaciones en los habitos alimenticios (Romero, 2003). El reto principal
del gobierno es revertir la caida en el consumo per capita del frijol a nivel
nacional, ya que gracias al ritmo actual de vida la preferencia de los

consumidores por productos de mayor facilidad, hablando propiamente de los



alimentos preparados en el consumo, ha aumentado y por lo tanto el consumo

de frijol y de alimentos que necesitan cierta preparacién ha disminuido.
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3.2 Clasificacion taxonémica y botanica

El género Phaseolus se clasifica dentro la familia Leguminoseae, subfamilia
Papilionoidae, tribu Phaseolae y subtribu Phaseolinae. El nombre cientifico de
la planta es Phaseolus vulgaris L (Serrano, 2009). Se cultiva en zonas
tropicales y regiones templadas, porque pertenece a las especies denominadas
como termodfilas, ya que se adapta a cualquier clima menos a las heladas
(Debouck, 1985).

3.3 Morfologia

Los caracteres morfoldgicos del frijol se agrupan en caracteres constantes (dan
la especie o la variedad y son altamente hereditarios) y caracteres visibles
(influencia de las condiciones ambientales sobre el genotipo).

Generalmente la morfologia del frijol se hace tomando algunos o todos los
caracteres que se enlistan a continuacion:

1. Raiz - En condiciones muy favorables, las raices pueden alcanzar mas
de un metro de longitud. Phaseolus vulgaris presenta ndédulos con un
didmetro de 2 a 5 mm, los cuales son colonizados por bacterias del
género Rhizobium con la Unica funcidn de fijar nitrégeno atmosférico, lo

que ayuda a satisfacer los requerimientos de la planta.
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2. Tallo principal - Generalmente es herbaceo y con seccién cilindrica o
levemente angular.

3. Hojas - En el género Phaseolus son generalmente trifoliadas.

4. Flor - En flores recién abiertas se encuentran colores blancos, verdes, y
lilas palidos

5. Fruto - Las vainas de Phaseolus vulgaris generalmente son delgadas,
angostas y ovales. Tienen una longitud que varia de 1.5 a 7 cm con un
ancho de 0.2 a 0.8 cm.

6. Semilla - El nUmero de semillas por vaina es variable, de 2 a 10. La

morfologia de Phaseolus vulgaris se puede observar en la figura No. 2

Testa
Cicatriz

Radicula

Plumula

PMicropilo

Hilo -

Lente - "

Cotiledon

Figura No. 2. Morfologia de Phaseolus vulgaris L. Vargas, et. al., 2000

El brillo de la testa de la semilla permite una diferenciaciéon fenotipica de la
misma en tres categorias: mate, media o brillante. En general presenta
variacién segun a la forma (redonda, ovalada, cuboide, arrinonada o truncada)
y en cuanto al tamano, que estd determinado por la longitud, el ancho y el
grueso de la misma.



3.4 Composicion quimica

El frijol proporciona 20 a 40% de proteina, vitaminas del complejo B y
minerales como hierro y calcio. El almidén del frijol es un aporte de energia y
de estructuras carbonadas para sintesis posteriores en el metabolismo; sin
embargo, la presencia de factores antinutricios, como inhibidores de tripsina,

acido fitico, oligosacaridos y taninos, reduce su valor bioldgico.

Tabla No. 1. Composicion quimica del frijol negro (Cheftel, 1989)

Para 100 g |
Energia 320 Kcal
Humedad 10 %
Proteinas 23.7 g
Hidratos de Carbono 55.44 g
Fibra 4.39 g
Grasas totales 1.47 g
MINERALES
Calcio 265 mg
Fdsforo 407 mg
Hierro 2.8 mg
VITAMINAS
Tiamina 0.22 mg
Riboflavina 0.09 mg
Niacina 2.01 mg

3.4.1 Composicion de hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son los componentes mayoritarios del frijol negro. La
mayor parte son complejos, almidén y fibra dietética, mientras que la fraccidon
de azucares (glucosa libre 0.1%, fibra dietética total 27%) y oligosacaridos
(rafinosa 0.4%, estquiosa 3.23%, verbascosa 0.12%) es significativamente
menor. El contenido en almiddon total es relativamente alto (42,9%), sin
embargo, la mayor parte del mismo (62.7%) es almidon resistente a la
digestion por la a-amilasa pancreatica, lo que supone que tan solo el 37.3%
del total del almidén disponible puede repercutir directamente en la respuesta

glucémica (Serrano, et al., 2009).



3.4.2 Composicion en grasas

Aunque el contenido en grasa del frijol es bajo (1.4%), tiene un alto porcentaje
de fosfolipidos (25-35% del contenido al de grasa), que han demostrado tener
un potente efecto hipolipemiante (reduce los niveles de colesterol y/o
triglicéridos en la sangre), incluso a bajas concentraciones (Maninder, 2007).

El Acido linoleico es el acido graso mas abundante (Lowry, 1951).

3.4.3 Composicion en proteinas

El frijol negro es una de las principales fuentes de proteinas en la dieta del
mexicano. La comparaciéon del contenido en aminoacidos de la proteina del
frijol con la proteina de referencia de FAO/OMS, indica que el frijol negro es
una buena fuente de aminoacidos aromaticos, asi como de lisina, leucina e
isoleucina. Sin embargo, es deficiente en aminoacidos azufrados (metionina y

cisteina), valina, triptofano y treonina (Figura No. 3).

1
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Figura No. 3. Contenido de aminoacidos esenciales de frijol cocido
(Blanco, 1991)

Por otra parte, se trabaja con el frijol negro por la presencia de compuestos
fendlicos y antioxidantes, por lo que si el aislado tiene propiedades funcionales
y en el mismo estan presentes estos compuestos, el producto obtenido tendria

un valor agregado.



3.5 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos se encuentran abundantemente distribuidos en la
naturaleza. Son componentes muy importantes en la dieta del hombre ya que
tienen efectos contra algunas enfermedades como cancer y enfermedades
cardiovasculares.

Poseen una estructura quimica adecuada para ejercer acciones antioxidantes
ya que actuan como captores de radicales libres neutralizando especies

reactivas de oxigeno e iones metalicos quelantes (Gracia, 2007).

3.5.1 Flavonoides

Flavonoides es el nombre genérico de un grupo de moléculas generadas por el
metabolismo secundario de los vegetales.

Todos los flavonoides son compuestos derivados del benzo-y-pirano son de
bajo peso molecular y comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (Ce-Cs-
Cs), el cual se compone de dos anillos de fenilos (A y B) que estan ligados por

un anillo de pirano (C) (figura 1)

Figura No. 4 Estructura general de los flavonoides (L6pez, 2002)
Dependiendo del grado de oxidacion y de sustitucion del anillo pirano central

pueden subdividirse en flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas, flavanos

y antocianinas. En la figura 5 se muestran las estructuras de éstas.
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A B

Estructura bésica de flavona y Estructura basica de flavancna y
flavenol flavanonol

OH

OH 0

OH 5

Fliavanona R=H
Flavanonol B = OH

C D

Estructura basica de lsoflavansides Antocianinas

Figura No. 5. Estructuras basicas de la subdivision de los flavonoides.
(Lopez 2002).

Los flavonoides son sustancias sélidas, cuyos cristales son de color blanco o

amarillento.
No poseen las caracteristicas de las vitaminas: no son aminas y conforman

otro grupo quimico, pero su accion protectora y la imposibilidad del organismo
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humano de producirlos merecen ser incorporados al grupo de los nutrientes
esenciales.

Son sustancias facilmente oxidables y, por tanto, tienen efecto antioxidante, ya
gue se oxidan mas rapidamente que otro tipo de sustancias.

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los
flavonoides son (Bors, et al., 1990):

* Presencia de estructura orto-dihidroxi en el anillo B, que confiere una
mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de
los electrones.

+ Doble ligadura.

+ Grupos 3- y 5-OH en los anillos A y C con funcion 4-oxo en el anillo C
necesarios para ejercer el maximo potencial antioxidante.

Se destacan por su baja toxicidad y presentan actividad sobre el sistema
vascular con accion vitaminica P. Se ha comprobado su potente capacidad de
inhibir in vitro la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los
macréfagos y reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas (Hirano, et al.,
2001). De hecho, las poblaciones que consumen productos ricos en flavonoides
estadisticamente presentan menores riesgos de afecciones cardiovasculares.
Poseen efectos antimutagénicos y tienen la capacidad de inhibir algunas
enzimas.

Se han descrito efectos protectores en patologias como diabetes mellitus,
cancer, cardiopatias, Ulcera estomacal y duodenal (Saskia et al., 2001). Otras
actividades que merecen ser destacadas son sus acciones antivirales y
antialérgicas (Vrijsen et al., 1988), asi como sus propiedades antitrombdtica y
antiinflamatoria (Brasseur, 1989).

En estudios epidemioldgicos se ha demostrado que con el consumo
incrementado de frutas y verduras se experimenta una reduccion del 50% en
el riesgo de canceres digestivos y de las vias respiratorias (Hollman, 1998).
También modula la reaccién de los estrégenos ligandose a sus receptores lo
gue disminuye el riesgo de cancer de mama.

Los flavonoides protoantocianidicos pueden ser absorbidos por las membranas

celulares y protegerlas de la accion de los radicales libres, y como tienen la
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ventaja de ser hidrosolubles y liposolubles pueden atravesar la barrera
hematoencefdlica y asi proteger a las células cerebrales. Ademas aumentan la
efectividad de las células “natural killer” del sistema inmunoldgico (Bagchi,
2002).

En el higado, los flavonoides como la quercetina, son capaces de inhibir la
activacién de las células estrelladas asi como la producciéon de éxido nitrico,
alterando vias de expresién de proteinas celulares (Kawada, et al., 1998). En
ratas con obstruccion biliar se ha demostrado que el tratamiento con
guercetina previene la oxidacion lipidica, atenlua los depdsitos de colageno y el
proceso de fibrogénesis hepatica (Peres, et al., 2000). Algunas fuentes donde
se pueden encontrar flavonoides son: tubérculos de cebolla, la uva y la
fermentacién de ésta (vino), la cerveza, manzanas, brdcoli, cerezas, naranja,
limdén, toronja, alimentos elaborados con soya, té verde y negro, frijol, entre

otros.

3.6 Propiedades funcionales
El término “propiedad funcional” que se aplica a los ingredientes alimenticios
se define como cualquier propiedad fisicoquimica de los polimeros que
influencia algunas caracteristicas de un alimento y que contribuye a la calidad
final del producto.
Pueden depender de factores intrinsecos propios de la molécula, como
conformacion, relacién y disposicion de los aminoacidos, hidrofobicidad,
ionizacién, carga eléctrica, forma, peso molecular, entre otros; asi como de
factores extrinsecos como son el pH, la fuerza idnica, temperatura, actividad
acuosa, constante dieléctrica, etc.
Se pueden clasificar en tres grupos principales:
1. Propiedades de hidratacién: dependientes de las interacciones proteina-
agua. Se incluyen propiedades como la absorcién y la retencion de agua.
2. Propiedades dependientes de la interaccién proteina-proteina, como la
precipitacién y la gelificacién.
3. Propiedades superficiales, que se refieren a la tensiéon superficial de

emulsificacion y caracteristicas espumantes de las proteinas.
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Estos grupos no son totalmente independientes. Por ejemplo, la gelificacién no
solamente implica las interacciones proteina-proteina, sino también las
interacciones proteina-agua (Morales de Ledn, 2007).

Ademas de su importancia como fuente de aminoacidos en la nutricién, las
proteinas influyen de manera determinante en las caracteristicas reoldgicas
(elasticidad, cohesion, viscosidad, gelificacion, etc.) y de textura de los
alimentos (Cherry, 1981). Por estas cualidades, las proteinas se usan
comercialmente en la fabricacion de productos alimenticios a los cuales
confieren sus propiedades fisicas y quimicas aparte de que desempefan un
papel muy importante en la aceptacién del consumidor. Aunque los alimentos
son sistemas complejos compuestos por varios componentes y los efectos
funcionales son el resultado de la interaccién de cada uno de ellos, es util
realizar estudios de ingredientes individuales para predecir, controlar e impartir
caracteristicas deseables a sistemas de alimentos reales. En la tabla nUmero 2
se presenta la funcionalidad requerida de los aislados proteicos.

Existen muchos métodos de laboratorio para determinar las propiedades
funcionales de las proteinas; sin embargo, la extrapolacion de estos datos a un
sistema complejo, como es un alimento, no siempre es representativa. La
mejor manera de obtener informacion sobre la efectividad de una determinada
propiedad es usar la proteina en forma directa en el alimento y observar su
comportamiento.

+ Capacidad de Absorcion de Agua (WAC): La composiciéon vy
conformacién de las proteinas tienen efectos importantes sobre las
interacciones de las mismas con el agua. Estas interacciones pueden
dividirse en dos categorias. La primera de ellas es la capacidad de
absorcidon de agua en la cual el agua se liga a la molécula de la proteina,
de forma que ya no queda disponible como solvente. La segunda es la
capacidad de retencion de agua, en la que el agua se encuentra atrapada
dentro de una matriz proteica. Mientras que la absorcién de agua es
dependiente de las propiedades fisicoquimicas (tipo de aminoacidos y el
pH), la capacidad de retencion de agua se ve afectada por la estructura y

el tamafio de poro de la matriz proteica (Hall, 1996).
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Capacidad de Absorcion de Aceite (FAC): La capacidad de absorcion
de aceite de una proteina es muy importante para su aplicacién en
productos como extensores en productos embutidos y sustitutos de
carne, principalmente porque mediante esta propiedad funcional se
mejora la retencion de sabor asi como la palatabilidad de los productos
alimenticios. El mecanismo por el cual se lleva a cabo la absorcion parece
ser la retencion fisica del aceite en un estado sélido, semisélido o fluido
(Cheftel, 1989). Las interacciones de la proteina con el aceite dependen
en gran medida de la composicidn y conformacién de la misma (Hall,
1996).

Formacion y estabilidad de espuma: Las espumas son dispersiones
aire-liquido, constituidas por un conjunto de burbujas gaseosas
separadas por peliculas delgadas de liquido. Las causas fisicas de la
formacién de una espuma son varias: una agitaciéon enérgica de liquido
con el aire, la caida de un liquido desde cierta altura, el borboteo de aire
u otro gas en el seno de un liquido etc. Durante la formacién de espuma,
la proteina funcional se concentra en la burbuja de gas y la interfase
liquida reduciendo la tensién superficial, incrementando asi la viscosidad.
Esto mantiene la burbuja de gas y minimiza el desperdicio de liquido.
Para tener un desempefio satisfactorio, gran parte de la proteina debe
ser inicialmente soluble y capaz de desdoblarse de la interfase,
orientando las superficies polares y no polares con las fases liquida y
gaseosa, respectivamente. Las moléculas de proteina deben interactuar
unas con otras para formar una pelicula estable, y la interaccién no debe
ser demasiado fuerte, para que la proteina se coagule y rompa la
pelicula, resultando en una ruptura de la espuma. Existen muchas
variables en un sistema de alimentos que pueden afectar este balance,
requerido para desarrollar y mantener la espuma. El pH debe estar por
encima, pero cercano al punto isoeléctrico. Por lo general un pH de 5 es
deseable para la funcionalidad espumante. El volumen de la espuma
depende de la concentracion de la proteina y por lo tanto, en una base

igual en peso, los aislados de proteina son mejores que los concentrados
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y las harinas. Las trazas de lipidos en los aislados actian como
inhibidores de la espuma y su remocidon mejora las propiedades
espumantes. La presencia de sacarosa disminuye el volumen de espuma
pero mejora la estabilidad de ésta. El cloruro de sodio incrementa el
volumen de la espuma y mejora la estabilidad de la espuma. Los
hidrolizados pépticos de proteina de soya han sido utilizados para
mejorar las propiedades espumantes. Las proteinas hidrolizadas
espuman pronto, y los aditivos, como los sélidos de jarabe de maiz, se
utilizan para estabilizar la espuma (Owen, 1985).

Gelificacion: El fendmeno de gelificacion implica la formaciéon de una
matriz tridimensional, principalmente a través de enlaces de hidrégeno
entre proteinas que permiten inmovilizar agua dentro de la estructura de
gel. Es un proceso complejo que lleva consigo, en un primer paso, un
desdoblamiento o desnaturalizacion de las proteinas, para después
favorecer la interaccién proteina-proteina que da origen a la estructura
tridimensional ordenada en la que quedan retenidos el agua, los globulos
de grasa, las sales y otras sustancias de bajo peso molecular. Por estas
razones, la dureza del gel depende de la intensidad de las fuerzas
(uniones hidréfobas, hidréfilas y covalentes) que constituyen dicha
estructura y que estan en funcién del pH, de la concentracién del
polimero, de la temperatura, de la fuerza idnica, del grado de
desnaturalizacién, etcétera (Owen, 1985). Esta propiedad tiene un papel
fundamental en la preparacion de muchos alimentos, incluyendo
productos lacteos, carnicos, marinos y masa de pan. Esta propiedad es
importante no sélo para la formacién de geles soélidos, sino también para
mejorar la absorcion del agua y emulsificacion.

Emulsificacion: La definicion tradicional de una emulsion se refiere a la
dispersién coloidal de gotas de un liquido en otra fase liquida (Dickinson
y Stainsby, 1988). Estos sistemas de dispersiéon estan constituidos por
dos liquidos inmiscibles en los que la fase dispersa se encuentra en
forma de pequefas gotas, entre 0.1 y 10 my, distribuidas en la fase

continua o dispersante. Son inestables, y si se les permite reposar por
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algun tiempo, las moléculas de la fase dispersa tienden a asociarse para
constituir una capa que puede precipitar o migrar a la superficie, segun
la diferencia de densidades entre las dos fases (Lissant, 1984). Por lo
general, las emulsiones son sustancias cuyas moléculas contienen una
parte no polar y otra polar, por lo que es posible que se disuelvan tanto

en agua o soluciones acuosas como en disolventes organicos y aceites.

La mayoria de las emulsiones que se encuentran en los alimentos estan
compuestas por aceite y agua. Segun las concentraciones de estos dos
componentes, las emulsiones sencillas son de aceite en agua
(mayonesa, leche, aderezos y cremas) o de agua en aceite (margarina)
(Badui, 1999).

Tabla No. 2. Funcionalidad requerida de los aislados proteicos para ser

usados en la elaboracidon de alimentos (Cheftel, 1989; Badui 1993).

Propiedad Uso

Absorcion de agua Salsas, productos carnicos y productos

similares a la carne.

Absorcién de aceite Productos lacteos, productos carnicos

y productos similares a la carne.

Espumado Panificacion, postres, alimentos
congelados, productos lacteos y

reemplazantes de huevo.

Emulsificacion Alimentos infantiles, bebidas

dietéticas, dulces, carnes enlatadas,
salsas, productos lacteos, productos
carnicos y productos de confiteria y

chocolateria.

Gelificacidn Masa de panaderia, productos lacteos,
reemplazantes de huevo y productos

carnicos.
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4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Las proteinas de origen animal, tradicionalmente empleadas por su alto valor
nutritivo y propiedades funcionales, son dificiles de adquirir y de producir, por
lo que las de origen vegetal son la mejor alternativa para la obtencién de
aislados y concentrados proteicos. Las leguminosas son una fuente a
considerar por su alto contenido de nutrimentos y universalidad.

México es un pais de alta produccién de frijol, leguminosa que en los ultimos
anos ha sufrido una disminucion en su consumo. Esta situacién es preocupante
ahora que se sabe que este alimento puede ser considerado un nutracéutico
por las caracteristicas de sus componentes, como la proteina y los compuestos
fendlicos.

Considerando que una de las razones de la disminuciéon del consumo de este
producto es que los consumidores buscan alimentos de preparacién sencilla, en
este trabajo se presentan las bases para el desarrollo de productos que
representarian una alternativa que impactaria en las condiciones nutricias de la
sociedad. La obtencion de aislados proteicos que conserven las capacidades
antioxidantes presentes en la semilla de frijol permitird su uso en productos
enriquecidos, los cuales, representan una alternativa nutrimental y de
diversificacion. Su explotacion dependera de las propiedades funcionales que
presente, por lo que se evaluaran las propiedades emulsificantes y su
estabilidad, solubilidad en agua y en grasa, asi como la capacidad de generar
espumas y formar geles.

Se considera que el uso del frijol negro con este fin permite vislumbrar un
mejor producto que otros tipos de frijol por la cantidad de flavonoides que
contiene, que permiten considerarlo de entrada como un alimento funcional.
Existen antecedentes como el de Morales de Ledn, en el cual obtuvo a la
proteina del frijol negro por medio de extrusion. Es importante mencionar que
el trabajar con el frijol crudo trae un riesgo toxico el cual tiene que ser

considerado.
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5. HIPOTESIS

Un aislado proteico elaborado a partir del frijol crudo presentara alta capacidad

emulsificante, de espumado y baja de gelificacidn.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general:
& Establecer los parametros para obtener un concentrado proteinico de
frijol que conserve la calidad de la proteina y que tenga propiedades
funcionales de interés comercial para diversificar su uso en productos

alimentarios

6.2 Objetivos especificos:

& Obtener un concentrado proteinico del frijol negro (Phaseolus vulgaris
L.) por medio de solubilidad diferencial y precipitacion isoeléctrica.

& Determinar tanto las propiedades fisicoquimicas como las propiedades
funcionales (capacidad de absorcién de agua, capacidad de absorcion de
aceite y espumado) del aislado para proponer en qué sistemas
alimentarios podra ser utilizado.

& Determinar la presencia de compuestos fendlicos en el aislado proteico.
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7. METODOLOGIA

De acuerdo con los objetivos propuestos anteriormente, las etapas del
desarrollo del proyecto son las siguientes:
1. Extraer la proteina del frijol negro por solubilidad y precipitacion
isoeléctrica.
2. Caracterizar el aislado por medio de la realizacién del analisis

fisicoquimico.

[ Andlisis de Ia
proteina cruda
y carbohidratos

Determinacion
de fenoles y
flavonoides

.
Emulsificacion ll

_———

== |

Determinacion
del perfil
proteico

—
[ Estabilidad l

WAC Capacidad de absorciéon de agua
FAC Capacidad de absorcion de aceite

IAE Indice de actividad emulsificante
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7.1 Datos de las muestras
e Lugar de compra: Central de abastos
« Presentacién de las muestras: costal de 50 Kg
» Precio de las muestras por kilo:
0 Muestra 1: $22.00 MN
0o Muestra 2: $24.00 MN

7.2 Caracterizacion fisica del frijol

Se determinaron 6 caracteristicas fisicas de dos semillas diferentes de la
variedad del frijol comUn Phaseolus vulgaris. Las caracteristicas trabajadas
fueron: tamano (longitud, ancho, grueso), densidad (peso de 1000 granos),

color, brillo, testa y forma de la semilla.

7.3 Preparacion de la materia prima
1. Se removid el material extrafio por medios mecanicos y posteriormente
se lavé la muestra.
2. Se molié la muestra para obtener harina con ayuda de una Licuadora
Waring Comercial Xtreme a velocidad Alta.
3. La harina se homogenizé por medio de un tamiz con una malla del No.

40, la cual equivale a una abertura de 0.420 mm.

7.4 Curva de solubilidad de la proteina del frijol

Preparacion de la muestra
Se pesaron 10 gramos de harina de frijol y se les agregd un volumen de 50
mL de agua destilada. La muestra se dejé agitar por 30 minutos. De esta
suspension se tomaron 2 mL y se le ajusto elpHa 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10,
11 y 12 con HCI 0.1 N (BAKER) o NaOH 0.1 N (BAKER) segun requiriera el
caso.

Precipitacién de proteina con acido tricloroacético (TCA)
Se mezclaron 200 pL de la solucion saturada de TCA (BAKER) con 900 pL
de muestra. Se agitaron las muestras en vortex por 15 segundos y se

dejaron en reposo en hielo por 15 minutos. La muestra se centrifugd a
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14,000 xg por 10 minutos y el pellet se resuspendid con 100 pL con
acetona (BAKER) al 90%. La muestra se volvid a centrifugar por 5 minutos
a la misma velocidad. Se realizaron lavados con acetona hasta que la
muestra fuera blanca y el pellet se resuspendié en 900 pL de NaOH 0.1 N
(BAKER). Se realizaron las diluciones necesarias. (1:3000 y 1:3500).
Medicion proteina por el Método de Bradford

A 800 pL de la ultima diluciéon se le adicionaron 200 pL del reactivo de
Bradford, se mezclé con ayuda del vortex y se dejé en reposo por 5
minutos a temperatura ambiente. Se leyé la absorbancia a 595 nm lavando
las celdas con etanol industrial (MORELOS) y agua. Se construyd una

grafica de pH contra % de proteina

7.5 Preparacion del aislado proteinico (Jonson & Brekke; con
modificacion de ElI-Adawy, (1983)):

La harina de frijol se llevdo a un pH de 8.0 utilizando una solucion de NaOH 0.8
N (BAKER) con el fin de solubilizar la mayor parte de la proteina.
Posteriormente la muestra se centrifugdé a 10,000 rpm por 20 minutos y a 5°C.
El sobrenadante se llevd a pH 4 con HClI 1 N (BAKER) para precipitar la
proteina. Se sometié a una centrifugacion a 10,000 rpm por 15 minutos y a
50C. El precipitado se extiendié en una charola de aluminio y se dejé secar a
temperatura ambiente con ayuda de un ventilador de clip marca Sorex. Se

peso la muestra seca.

7.6 Analisis de la Proteina cruda de acuerdo al método (976.05) de la
AOAC INTERNATIONAL (2000):

El método de Kjeldahl consta de tres etapas que en su orden son: digestion de
la muestra, destilacion con arrastre de vapor del amoniaco producido y
valoracién acido base de este amoniaco.

En la primera etapa, el hidrégeno y el oxigeno proteico son oxidados hasta
dioxido de carbono y agua, mientras que el nitrégeno es convertido en sulfato
de amonio, por la acciéon de un agente oxidante en medio acido y con la ayuda

de un catalizador. Se han desarrollado diferentes variantes en las cuales
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cambia el catalizador ¢ el agente oxidante, pero en todos los casos, el objetivo
final de la etapa de digestion es el de convertir el nitrdgeno proteico en sulfato
de amonio.

En la etapa siguiente, mediante la accién de una base fuerte, generalmente
hidréxido de sodio al 40%, se libera el amoniaco de la sal de amonio. Cuando
la valoracién se va a efectuar por retroceso, el amoniaco liberado se arrastra
con vapor y se recoge sobre un volumen exactamente medido de un &cido
estandar. Una variante utilizada cominmente, consiste en recibir el amoniaco
(hidréxido de amonio) sobre acido bdrico aproximadamente al 4% de tal
manera que se forma borato de amonio, el cual se titula directamente.

En la etapa final, se hace la valoracién de acuerdo con el proceso empleado
para la recoleccion. Asi por ejemplo, si el hidréxido de amonio; se recibidé sobre
un volumen exactamente medido de un acido estandar, la titulacion se hace
con una base valorada y en presencia de un indicador adecuado, de tal manera
gue se determina el acido que no reaccioné con el hidroxido de amonio
destilado y por diferencia, se calcula el hidréxido de amonio producido.

En un tubo de digestion de Kjeldahl se colocé 1 gramo de aislado proteico
envuelto en papel encerado y se agrego el catalizador. Se digirid con pastillas
de digestion (FOSS) durante 120 minutos. Se dejo enfriar, y posterormente se
agregd 10 ml de agua destilada y NaOH (BAKER) al 36%, destilando
inmediatamente y recogiendo el destilado en un matraz Erlenmeyer con 50 ml
de &cido bodrico al 4%. Se adiciond 5 mL de agua destilada. Se tituld el
destilado con HCI (BAKER) 0,1 N. Se calculd el % de recobro de sulfato de

amonio.

CALCULOS:

%N = (Vm = Vb)xmegxN ,,, X100 YP = YNbE
m

Donde:

meq = 0.014 mL blanco = 0.1 mL

Nye=0.1 N F= 6.25 (general)
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7.7 Medicion de la cantidad de carbohidratos totales por medio del
método colorimétrico del fenol-sulfirico (Dubois, 1956).
Se prepard una curva de calibracién como lo indica la tabla mostrada a

continuacion:

No. Dilucién 1 2 3 4 5 6 7

ML stock de glucosa 0 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600
WL agua destilada 1000 | 900 | 800 | 700 | 600 | 500 | 400
Concentracién de glucosa (%) 0 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60

Se pesé 1 gramo de cada aislado proteico y se le agregd 5 mL de agua. La
suspension se agitd por 15 minutos y se filtrd. Se tomé 1 mL del filtrado y se
le adicion6 0.5 mL de solucién de fenol acuoso al 5% (BAKER). Se agregd en
forma rapida 2.5 mL de &acido sulfurico concentrado (BAKER) y se llevd al
vortex para mezclar y capturar algunos rastros de acido por las paredes del
tubo. Los tubos se dejaron reposar por 15 minutos y se introdujeron a un
bano de agua a 30°C por 15 minutos. La muestra se leyé a una absorbancia
de 492 nm y esta se interpolé en la curva de calibracion de glucosa para
determinar la concentracién en la alicuota. Con este valor se calculd la

cantidad de carbohidratos totales en los concentrados proteicos.

7.8 Polifenoles
7.8.1 Extraccion de polifenoles
Se empled la metodologia descrita por Saura (1998). 500 miligramos de
concentrado proteinico se extrajeron con 40 mL de metanol/agua (50:50 v/v)
(TECSIQUIM) con agitacion durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se filtro, el filtrado se gquardd y el residuo se extrajo
nuevamente con 40 mL de acetona (BAKER)/agua (70:30 v/v) durante una
hora a temperatura ambiente. Posteriormente se filtrd y los dos filtrados se
juntaron. La solucién se concentrd en un rotavapor a 37 °C hasta obtener una

pasta soélida y se redisolvié en 10 mL de etanol (BAKER).
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7.8.2 Determinacion de Fenoles totales

Se cuantificaron los compuestos fendlicos utilizando el método oficial de la
AOAC, por el método de Folin-Ciocalteu (1989) descrito por Matthaus (2002).
A 2 mL del extracto alcohdlico concentrado se le adiciond 5 mL de HCI al 0.3%
(BAKER). Se tomd una alicuota de 200 pL y se les agregd 1.5 mL de Na,COs al
2% (BAKER). Después de 2 minutos de reposo se adiciond 100 L del reactivo
Folin-Ciocalteu (SIGMA) diluido con agua destilada (1:1). Después de 30
minutos de reposo se leyd la absorbancia a 750 nm.

Para calcular la concentracién de polifenoles se construyé una curva patrén
usando acido galico como estandar y los resultados se expresaron como

miligramos de acido galico por gramo de muestra en peso seco.

7.8.3 Determinacion de Flavonoides Totales
Se determind por el método descrito en la Farmacopea (1989) utilizando como
componente de referencia a la rutina. Para lo cual, 1 mL del extracto etandlico
(50g/L) se mezcldé con 1 mL de AICl; (MALLINCKRODT) en etanol (20g/L) y se
afor6 a 25 mL con etanol. Se colocdé en un bano de agua a 20 °C por 40
minutos y se midié la absorbancia a 415 nm. El blanco se prepar6 con 1 mL del
extracto al cual se le agregd 1 gota de acido acético (BAKER) y se afordé a 25
mL con etanol. Las soluciones de rutina se prepararon a partir de una solucién
stock de 0.05 gramos y se trataron bajo las mismas condiciones. La cantidad
de flavonoides totales se calculé como:

(= Arm *10

A*m

Donde:
x= Cantidad de flavonoides (mg/g de extracto)
A= Absorcion de la disolucién del extracto
Ao= Absorcion de la solucion estéandar de rutina
m= Peso de extracto (g)

mo= Peso de la solucién de rutina (g)
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7.9 Determinacion de propiedades funcionales:

7.9.1 Determinacion de la Capacidad de Absorcion de Agua (WAC)
(Quinn y Paton, 1979).

Se determind la capacidad de absorcién de agua al colocar 3 gramos del
concentrado proteinico en tubos de plastico cénicos Nalgene, con graduacion
minima de 15 mL. Al primer tubo se le afadié 4 mL, al segundo 5 mL, y al
tercero 6 mL de agua destilada. Los tubos se centrifugaron a 1000 g durante
10 minutos y se registro el volumen total de agua agregada al tubo que
presentd menisco de agua y el volumen total de agua agregada al tubo que no
lo presenta. La capacidad de absorcidn de agua se expres6 en mL de agua

absorbida / g de muestra.

7.9.2 Determinacion de la Capacidad de Absorcion de Aceite (FAC)
(Sosulski y col. 1976).

Se determind la capacidad de absorcién de grasa al colocar 3 gramos del
concentrado proteinico en tubos de plastico cénicos Nalgene, con graduacion
minima de 15 mL. Al primer tubo se le afladié 1 mL, al segundo 2 mL, y al
tercero 3 mL de aceite de maiz. Los tubos se centrifugaron a 1000 g durante
10 minutos y se registro el volumen total de agua agregada al tubo que
presente menisco de aceite y el volumen total de aceite agregado al tubo que
no lo presenta. La capacidad de absorcién de aceite se expresé en mL de

aceite absorbido / g de muestra.

7.9.3 Determinacion de la formacion y la estabilidad de espuma

La capacidad para producir espuma y la estabilidad de espuma se
determinaron por el método descrito por Coffman y Garcia (1977). Dos gramos
de proteina se suspendieron en 100 mL de agua desionizada y se centrifugaron
durante 5 minutos a velocidad media. La mezcla se transfirid a una probeta
graduada de 250 mL y el aumento del volumen se registré como la capacidad
para producir la espuma. Después de 30 minutos el volumen de la espuma fue

medido otra vez y expresado como la estabilidad de la espuma.
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7.9.4 Determinacion de la Gelificacion (Lawal Olayide, 2004)

Se ajustd el pH de 10 ml de suspensidon de proteinas que varian de 2, 5, 10, 15
y 20 g de proteina/100ml a pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. Una vez en el pH
adecuado, las suspensiones fueron colocadas en un bafo de agua hirviendo
durante 20 minutos. Se dejaron durante 1 hora a temperatura ambiente y, a
continuacién, a 4 © C durante 20 horas. La presencia de un gel se considerd

como un resultado positivo.

7.9.5 Determinacion del indice de actividad emulsificante (IAE)
(Pearce y Kinsella, 1978).

Se prepararon suspensiones del aislado proteico de frijol negro en que se varid
la concentracién de proteina desde 0.1 hasta 5% (p/v) apH 4y pH 7.
El indice de actividad emulsificante se determind tras mezclar tres partes de la
suspension de aislado proteico con una parte de aceite. Se realizd una
agitacion mecanica intensa en un homogenizador durante 2 minutos. La
emulsién preparada se diluyé en una solucién de SDS (0.1% NaCl (BAKER) 0.1
M pH 7 y la turbidez de esta dilucion se leyé a 500 nm en espectrofotometro
El indice de actividad emulsificante se calcul6 de la siguiente manera:
IAE=2T D / ® C (en m?/q)
Donde:
T - turbidez 2.303 D.O/I
D.O. - densidad optica que se multiplica por el factor de dilucidén
de la emulsion
I - longitud de la celda en m (0.01 m)
D - factor de dilucion
® - fraccién volumeétrica de la fase apolar dispersa

C - concentracién de la solucidon de proteina ( g/m?)
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7.9.6 Determinacion de la estabilidad de emulsiéon (Dagorn-Scaviner
y col. 1987).

Se midid la resistencia de una emulsidon a la coalescencia ante una fuerza
centrifuga midiendo el volumen de la fase aceite que se separd (Vs). Se
prepararon emulsiones con diferentes concentraciones de proteina de la
suspension del concentrado proteico en un rango de 0.1% a 5% de proteina en
un pH de 4 y 7. Se mezclaron tres partes de una suspension del aislado con
una parte de aceite y se realizaron las emulsiones en un homogenizador a
20,500 rpm durante 2 minutos. Las emulsiones se vaciaron a tubos cdnicos
graduados y se centrifugaron a 1000 g durante 10 minutos.
La cuantificacion se realizd con la siguiente férmula:
RC= Vs / Vi 100

Donde:

RC - resistencia a la coalescencia (%)

Vs - fase de aceite separado (mL)

Vi - volumen inicial de aceite en la emulsidn

7.10 Determinacion del perfil proteico por electroforesis (Schiagger H,
et al., 1987)

A los aislados proteicos se les realizd6 una electroforesis en gel de
acrilamida/bisacrilamida para analizar su perfil proteico. En el anexo V se
describe el fundamente de esta metodologia.

Las cantidades que se describen a continuacion sirven para el sistema de
minigeles de Bio-Rad (Mini-Protean II®). Las mismas pueden adaptarse para
otras camaras de diversa capacidad, conservando las proporciones.

Para la preparacion del gel separador o inferior con concentracion de 10% de
acrilamida (5 ml, grosor = 0,1 mm), se mezcld los siguientes reactivos en un

matraz Erlenmeyer de 50 ml:

Agua destilada 2000 pL
Acrilamida/Bisacrilamida 1665 L
Buffer separador (Tris HCI pH 8.8) | 1250 uL
Dodecil sulfato sédico (SDS) 50 uL
Persulfato amodnico (APS) 25 L
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Se prepard el molde para el gel. Con la mezcla de reactivos a temperatura
ambiente se inicid la polimerizacion agregando 2.5 ml de tetrametilen, etilen
diamina (TEMED) a la mezcla. Inmediatamente se mezcld y se vertié la
solucion en los vidrios (molde), hasta la marca, sin atrapar burbujas.
Posteriormente, se elimind el menisco en la superficie, con una delgada capa
de isobutanol, depositada muy suavemente sobre la mezcla. Se dejé que
polimerizara el gel (6ptimamente en 20 min). Una vez que la interfase entre el
polimero y el isobutanol se torno visible, se esperd 10-15 min adicionales para
gue se completara la reaccion. Luego, se decanté el exceso de liquido de la
superficie, y se colocd el peine para muestras, en posicion ligeramente
inclinada (para no atrapar burbujas). Se mezclaron los componentes del gel

superior (compactador o concentrador):

Agua destilada 1530 pL
Acrilamida/Bisacrilamida 320 L
Buffer concentrador (Tris HCIl pH 6.8) | 625 uL
SDS 25 pL
APS 12.5 uL
TEMED 2.5 uL

Se mezcld y se virtid de inmediato en el molde, nivelando el peine a su
posicién horizontal, sin atrapar burbujas. Se dejé polimerizar. Posteriormente
se retird el peine deslizandolo suavemente. Se prepararon las muestras y se
realizaron los calculos pertinentes para inyectar 0.015 mg de proteina de cada
una de ellas. Se cargaron las muestras en los pozos incluyendo los marcadores
de peso molecular como referencia. Se lleno la cdmara con el amortiguador se
colocd el gel y se corrieron las muestras a 80 mV por 10 minutos, y
posteriormente el voltaje se aumenté a 120 mV hasta que el azul de
bromofenol llegara casi al borde inferior del gel (45-60 min). Se sacé el gel, y
se depositdé en un recipiente tapado (para evitar los vapores téxicos del
metanol), con agitacién suave con azul de Coomassie durante 12 horas con lo
cual el gel se tind. Se elimind el exceso de colorante con varios cambios del

decolorador (soluciéon de metanol y acido acético al 50/50%).
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Las muestras utilizadas fueron dos semillas de frijol negro que pertenecen al
mismo género y a la misma especie (Phaseolus vulgaris), por lo que al frijol
mas grande se le etiqueté como muestra 1, y al mas chico se le etiquetdé como
muestra 2. En el anexo VII se muestran las imagenes de los frijoles utilizados
(foto 1 y foto 2).

Al realizar una evaluacion de la calidad de los dos lotes de granos se analizo la
presencia de materias extrafas encontrando un 0.7% de éstas, granos
quebrados con un valor del 2% vy libre de insectos, por lo cual se le considera
un frijol sano.

8.1 CARACTERIZACION FISICA DEL FRIJOL.

Tabla No. 3 Dimensiones de las semillas del frijol

Muestra | Largo (cm) | Grueso (cm) | Ancho (cm)
1 1.15+0.06 0.48+0.02 0.58+0.1
2 0.95+0.05 0.40+0.02 0.53+0.03

Tabla No. 4 Densidad (peso de 1000 granos)

Tabla No 5. Caracteristicas visibles de la semilla

Muestra | Densidad (g)
1 308.8%0.6
5 204.53%0.13

Muestra Color Brillo Testa | Forma
1 Negro liso | Intenso Lisa |Ovalada
2 Negro liso | Intermedio | Lisa | Ovalada
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En la caracterizacién se observd que los dos frijoles eran de color negro, con
brillo que va de intenso a intermedio y el 100% presentd una testa lisa (tabla
5).

El tamafio de las semillas tiene una variacién tanto en la longitud, como en el
ancho y el grueso de éstas. El largo de las semillas de la muestra 1 varié desde
1.01 a 1.22 cm, mientras que las semillas de la muestra 2 se observd una
variaciéon de 0.88 a 1.05 cm. El grueso de las semillas de las dos muestras
variaron entre 0.38 y 0.52 cm predominando los granos entre 0.40 a 0.48 cm.
Las semillas de la muestra 1 son mas anchas que las de las muestras 2 ya que
las primeras varian entre 0.43 a 0.69 cm obteniendo un promedio de 0.58 cm,
mientras que las segundas entre 0.49 y 0.57 cm, con un promedio de 0.53 cm
(tabla 3).

El peso de mil granos es un indicador del tamafio de grano relacionado con el
rendimiento de molienda, por lo que la muestra 1 tiene granos mas grandes

que la muestra 2.

8.2 EXTRACCION Y CURVA DE SOLUBILIDAD DE LA PROTEINA DEL
FRIJOL NEGRO.

El tratamiento que se le dio a la materia prima permitié eliminar toda la
materia extrafia, como piedras, ramas, y tierra, que venian entremezcladas en

los costales de plastico junto con el frijol.

Ya limpio, el frijol se moli6é en la licuadora, teniendo el cuidado necesario de no
dejarla prendida mas de un minuto y de esperar a que se enfriara entre cada
molienda para que la proteina no se dafara por causa del calor provocado por
la friccidn de la muestra con las aspas. Posteriormente, la harina se tamiz6 con
el objetivo de eliminar parte de la cdscara y asi obtener una harina uniforme
con particulas de tamafio no mayor a 0.420 mm. En la foto 3 del anexo VII se

presenta el aspecto de la harina obtenida.

Conocer la proporcion de proteina de cada uno de los frijoles utilizados era
fundamental para predecir qué tan posible era obtener un aislado o solo un

concentrado. Se analizé la cantidad de proteina que tenia cada una de las
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harinas, y la proveniente de la muestra 2 contiene mayor porcentaje de
proteina que el de la muestra 1, con 70.71 y 67.87% respectivamente (tabla
No. 7). Esto puede deberse a la practica de siembra que tuvo cada uno, ya que
el tipo de suelo, los nutrientes que este presenta, el clima, la fecha en que se
sembrd y se cosechd, qué fertilizante se ocupd, qué tanto se regd y con qué
tipo de agua se realizd, entre muchas otras cuestiones, inciden en gran medida
en la cantidad de nutrientes que la semilla puede desarrollar, datos que no se

conocen en este caso.

Los aislados y concentrados proteicos que provienen de fuentes vegetales
tienen un papel muy importante en muchas formulaciones de nuevos
productos alimenticios. La aceptabilidad de tales precipitaciones proteicas
depende de su calidad sensorial, valor nutricional y de sus propiedades
funcionales, todas las cuales son afectadas por el método de obtencion (Naczk,
et. al., 1986).

El proceso de aislamiento se basa en la diferencia de solubilidades y en el
punto isoeléctrico de las distintas fracciones proteicas que componen al frijol.
Para la obtencion del aislado generalmente se parte de harinas desengrasadas,
pero el frijol solo contiene 1.47 gramos por cada 100 gramos, por lo que no es

una fraccién que interfiera en el proceso.

Para la extraccién, originalmente se habia propuesto que se cociera el frijol con
el fin de simular las caracteristicas en que un ser humano consume esta
leguminosa, pero como el frijol contiene alrededor del 42.7% de almiddn con la
temperatura de coccion y el agua presente, éste se gelatinizaba, causando la

encapsulacién de mas del 98% de la proteina.

Por todo esto se decidié que el frijol se utilizaria crudo con lo cual se aumento
el rendimiento, pero no se elimind del todo el problema. En la grafica No. 1 se

presentan los resultados de solubilidad de la proteina a diferentes pH.
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Grafica No. 1 Solubilidad de la proteina del frijol negro

La solubilidad en agua de los materiales proteicos es de gran importancia en la
tecnologia de los alimentos. Por si misma, esta propiedad sdlo tiene aplicacion
directa en la elaboracién de bebidas y productos similares; sin embargo, debe
determinarse siempre, puesto que incide sobre otras propiedades como la
emulsificacion, gelificacion, formacion de espuma, etc. Por eso ha sido usada
como una medida para otras propiedades funcionales y su valoracién da una
informacion ponderable sobre la proteina como ingrediente. La mayor porcién
de la proteina del frijol se puede extraer con agua en una proporcién de
harina-agua 1:5. Si a esta suspensién no se le agrega alcali o acido el pH
usualmente serd de 6.4, donde aproximadamente se solubiliza un 60% de
suspension de la proteina de frijol extraida. La solubilizacién es el resultado del
balance entre fuerzas subyacentes proteina-proteina e interacciones proteina-
solvente. Esto implica que se establezca una fuerte interaccion proteina-
solvente para que el material proteico se solubilice en alto grado, de lo
contrario se favorecera la asociacién proteina-proteina que disminuye la
solubilidad e incluso puede provocar la precipitacién. Este balance es afectado
por cambios en el pH del medio, en la concentracién, temperatura, naturaleza
del solvente, presencia de otros componentes, entre otros (Hermansson,
1978).
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La adicién de hidréoxido de sodio para obtener un pH de 8 incrementa la
solubilidad a un 70% (foto nimero 4 Anexo VII). El pH del medio donde esta
inmersa la proteina influye marcadamente en su solubilidad. Para la mayoria
de las proteinas la solubilidad es minima a valores de pH correspondientes a su
punto isoeléctrico y aumenta al alejarse de él. Esto se debe a que en el punto
isoeléctrico se igualan las cargas eléctricas positivas y negativas de los
polimeros, lo cual favorece la interaccién proteina-proteina que induce a la
agregacién, disminuyendo por consiguiente la solubilidad. En esta curva de
solubilidad podemos notar que el minimo es pH 4. Es importante notar que a
pH mayores del punto maximo (pH 8) disminuye drasticamente la solubilidad
de la proteina.

Las proteinas de las leguminosas contienen mdas aminoacidos Aacidos que
basicos (como la mayoria de las proteinas), por eso sus puntos isoeléctricos se
encuentran, por lo general, en el rango de pH &cido, siendo, en consecuencia,
su solubilidad mayor en el lado alcalino.

Después de solubilizar a pH 8 y centrifugar la muestra se desecharon los
carbohidratos y los lipidos (foto niumero 5, anexo VII), para que a continuacion
se precipitara la proteina a pH 4 (foto numero 6, anexo IV) obteniendo la
proteina de color morado con un aspecto plastico y cristalino (foto nUmero 7 y
8, anexo VII), lo que a simple vista indica que seguramente no se eliminaron
totalmente los carbohidratos, lo que se confirmd con la determinacién de

carbohidratos totales que estuvo en el rango de 29-32% (tabla No. 8).

El residuo principal de esta extraccion es el almidon por lo que en el apartado

de anexo II se encuentra una propuesta del tratamiento alterno para este.

Es significativo mencionar que en esta parte experimental el color tuvo un gran
impacto en la confiabilidad de las determinaciones, ya que a pH basico la
proteina era de color azul obscuro, mientras que a pH acido tomaba un tono
violeta. Esto se puede atribuir a que el frijol contiene compuestos fendlicos
conocidos como antocianinas a las cuales se le atribuyen la actividad
antioxidante del frijol negro, por lo que seria interesante estudiarlas en un
futuro para la obtencion de colorantes y antioxidantes naturales que pueden

ser Utiles para la industria alimentaria mexicana.
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Los aislados y concentrados proteicos que provienen de fuentes vegetales
tienen un papel muy importante en muchas formulaciones de nuevos
productos alimenticios. La aceptabilidad de tales precipitaciones proteicas
depende de su calidad sensorial, valor nutricional y de sus propiedades
funcionales, todas las cuales son afectadas por el método de obtencion (Naczk,
et al., 1986)

8.3 Rendimiento y Composicion del producto obtenido

En la tabla No. 6 se puede observar que se emplearon mas de tres kilos y
medio para obtener 180 y 198 gramos de proteina en las dos muestras,
respectivamente.

Tabla No. 6

Muestra 1 | Muestra 2

Harina total del frijol 3529.38 g 3650 g
Concentrado total obtenido 267.14 g 280.71 g
Proteina total del concentrado 181.31¢g 198.49 g

El rendimiento del aislado proteico estd en funcion de la extracciéon de
proteinas de la semilla y de las condiciones de la precipitacién isoeléctrica. A
fin de lograr el mayor rendimiento posible en la obtencidn del aislado se debe
procurar que la extraccidon de proteinas sea maxima. Son varias las condiciones
gue influyen sobre la extraccion proteica: pH, temperatura, tiempo de
extraccion, relacién harina-extractante, efectos de sales, etc; siendo el pH la
condicién mas importante (Bello & Okezie, 1989). Se realizd un estudio piloto
trabajando con 100 gramos de harina de cada una de las muestras con lo que
se obtuvo el balance de materia de cada una de ellas, los cuales se exhiben en

los diagramas siguientes:
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MUESTRA 1

. . 100 gramos
Harina frijol (H) 20.37% proteina
2
500 .
Agua(A) ———F. | SOLUBILIZACION
|
| 373g 227g
Sobrenadante (S1) Precipitado (P1)

6.13 g de proteina

PRECIPITACION
|

| 310¢g 62.21g |
Sobrenadante (52) Precipitado (P2)
8.37 g de proteina l
5371g
SECADO ~  Agua evaporada (W)
J

7.71 gramos

Concentrado proteice {(CP) 67.87% proteina

| 5.24 g de proteina

Figura No. 6 Balance de materia de la muestra 1

100 gramos

Harina frijol {H) 23.04% proteina

A

500
Agua (A) .| SOLUBILIZACION
| a23¢g 177 g |
Sobrenadante (51) Precipitado (P1)
PRECIPITACION 4-8g deproteina
[
| 360.51¢ 62.49g
Sobrenadante (52) Precipitado (P2)
10.09 g de proteina Y 50.97 g
SECADO | - =~ Agua evaporada (W)
¥

11.52 gramos

Concentrado proteico (CP) 70.71% protcina
- (]

8.15g de proteina

Figura No. 7 Balance de materia de la muestra 2
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En los dos casos se observa que donde se pierde mayor cantidad de proteina
es en la precipitacion por lo que seria recomendable reprocesar el
sobrenadante 2 y recuperar mayor porcentaje de esta.

En la tabla No. 7 se muestra el rendimiento proteinico de cada uno de las

muestras.
Tabla No. 7
. i Rendimiento proteinico
100 g frijol Proteina (g)
(%)
Muestra 1 | 8.5 g concentrado 5.76 *28.32%
11.52 g

Muestra 2 8.15 ¢35.37%

concentrado

* Considerando que la harina del frijol 1 contiene 20.42% de proteina

e Considerando que la harina del frijol 2 contiene 23.04% de proteina

Por medio del analisis del Nitrégeno total se obtuvo la pureza de la proteina, la
cual fue de 67.96% para la muestra 1 y de 70.71% para la muestra 2. En el
caso de los carbohidratos, el valor obtenido de la muestra 1 (31.9%) es mayor

que en el de la muestra 2 (29.1%).

Tabla No. 8
. ; % de Carbohidratos
Frijol % Pureza de la proteina
totales*
1 67.87 31.9
2 70.71 29.1

* La curva patrén se encuentra en el apartado Anexo I
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Se puede hablar de un aislado cuando se tiene el 90% o mas de pureza, por lo
que se obtuvo un concentrado, el cual fue adecuado para estudiar las
propiedades fisicoquimicas de la proteina de cada frijol.

Para obtener un aislado es necesario eliminar mayor cantidad de
carbohidratos. Una propuesta tedrica es la aplicacion de la biotecnologia
directamente en el aislado obtenido, agregando la enzima a-amilasa obtenida a
partir de Bacillus subtilis recombinante, ya que licia el almidén y lo convierte
en dextrina la cual es importante para la produccién de jarabes o para la
industria panadera. En el grupo de trabajo se hizo un estudio agregando las
enzimas al comienzo del proceso de extraccién el cual no tuvo un resultado
favorable ya que con el tratamiento térmico (coccion) aplicado la proteina se
desnaturaliza, por lo que su solubilidad cambia y no se pudo obtener
(Quifiones, comunicacion personal).

Otro camino a tomar seria seguir la metodologia descrita por Marquez y Lajolo
(1981), quienes alteran la fuerza idnica de la suspension (agua + harina) con
cloruro de sodio y precipitan las tres fracciones.

Morales de Ledn, et al (2007) y Kaur & Singh (2007) extraen la proteina por
medio de la solubilidad y precipitacidén isoeléctrica, pero en ninguno de los dos
mencionan la pureza ni el rendimiento obtenido de su producto, aunque le dan
el nombre de aislado. La Unica diferencia de sus metodologias con la que se
aplicd en este trabajo es que ellos le dan un tratamiento quimico, remojando el
frijol con agua destilada y con buffer de acetatos pH 4, respectivamente, antes

de la extraccion.

8.4 POLIFENOLES (FENOLES TOTALES Y FLAVONOIDES TOTALES)

El grano de frijol comun (Phaseolus vulgaris) es una fuente rica de sustancias
guimioprotectoras. De manera particular, los compuestos fendlicos han
mostrado una actividad bioldgica como antioxidantes, antimutagénicos y
anticancerigenos, y se encuentran principalmente en la testa.

Interesa saber si estos compuestos se pueden encontrar también en el
concentrado proteico. Por lo tanto, se evalué su presencia empleando

compuestos de referencia: el acido galico, que es un acido organico que forma
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parte de los taninos y permitié determinar la concentracién de fenoles totales.
La estructura y la curva de calibracién obtenida para este ensayo se presenta
en el Anexo III. Los resultados (tabla 9) muestran que los dos concentrados
contienen compuestos fendlicos en cantidades significativas, aunque no es la
fuente ideal. El valor reportado por Espinosa (2006) de contenido de fenoles
totales en frijol silvestre de México es un rango de 0.9 a 2.11 mg eq. de acido

galico/g de harina.

Tabla No. 9 CONTENIDO DE FENOLES TOTALES MILIGRAMOS DE ACIDO
GALICO POR GRAMO DE AISLADO EN PESO SECO.

Concentrado Acido galico mg /g de
concentrado
1.35+£0.54
2 1.06+0.63

Comparando los niveles fendlicos obtenidos con los reportados para un aislado
proteico de soya (isoflavonas 2 mg/g proteina de soya (Noriega, 2007).) el
aislado proteico de frijol contiene menor cantidad.

Los flavonoides totales se cuantificaron empleando como referencia a la rutina,
que es un flavonol formado por una ramnosa unida a una glucosa mediante
un enlace glucdsidico de tipo (1B-6). La estructura y la curva de calibracidon
obtenida para obtener el contenido de flavonoides totales se presenta en el
anexo IV. Los resultados (tabla 10) muestran valores menores que los
obtenidos para el andlisis de fenoles. Esto se encuentra dentro de lo esperado,

siendo que los flavonoides son un subgrupo de los compuestos fendlicos.

Tabla No. 10 CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES MILIGRAMOS DE
RUTINA POR CADA CIEN GRAMOS DE MUESTRA EN PESO SECO

Concentrado Rutina mg/100 g de muestra
1 13.54+0.88
2 14.56+0.77
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En general, los concentrados y aislados de proteinas de frijoles contienen bajas
cantidades de flavonoides, en comparacién con otras frutas y verduras como
las fresas, cerezas, arandanos, uvas, calabazas, zanahorias, etc, que disponen
entre 240 a 600 mg/g (Cataya-Reynaldo, 2001), por lo que el aislado proteico

no es una fuente idénea, aunque es un beneficio extra que presenta.

8.5 PROPIEDADES FUNCIONALES

Las propiedades funcionales estudiadas fueron capacidad de absorcién de
agua, capacidad de absorcién de aceite, formacion y estabilidad de espuma,
gelificacion y el indice de actividad emulsificante asi como la estabilidad de

esta emulsion.

Tabla No. 11 Capacidad de absorcion de agua mideaguasb sorbida
100 gdemuestra
Tubo 1 amy) 2 (5mL) 3 (6mL)
Aislado muestra 1 98.88+0.03 97.78+0.03 100+0.0

Aislado muestra 2 86.66£0.0 73.33£0.0 82.22+0.01

El agua es un ingrediente universal en los sistemas alimentarios. Cuando el
agua se agrega en exceso a un alimento, una parte de esta interactla con los
sOlidos. Como lo muestra la tabla No 11 el aislado de la muestra 1 tiene
valores de 97 a 100% de absorcién de agua, mientras que el aislado de la
muestra 2 presenta valores de 73-86%, por lo que se ve que los dos frijoles
difieren en la capacidad de absorcidon de agua, ya que, como se ha comentado
anteriormente, el frijol 1 tiene menor cantidad de proteina, y, por lo tanto,
mayor cantidad de carbohidratos, los cuales ayudan a retener una cantidad de
agua mayor. La capacidad para absorber agua es considerada una propiedad
funcional de las proteinas, fundamental en alimentos viscosos tales como
sopas, salsas, masas y productos horneados, productos donde se requiere una
buena interaccion proteina-agua.

Tjahjadi et al.(1988), mencionan que la capacidad de absorcion de agua de los
aislados proteicos puede ser afectada por factores conformacionales y del

medio ambiente o del entorno donde este el aislado; cambios conformacionales
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en las moléculas de proteinas pueden exponer los aminoacidos internos en la
estructura, haciendo que puedan interaccionar con el agua. Las globulinas,
fraccion importante en el perfil proteico del frijol negro, son las proteinas que
mas aminoacidos polares tiene, los cuales tienen una gran afinidad por el
agua, produciéndose un incremento en la capacidad para absorber agua.

En el anexo VII se muestra una fotografia (niumero 9) de la prueba realizada.

La capacidad de absorcion de grasa (CAG) de las proteinas es una
importante propiedad funcional de estos polimeros debido a que aumenta o
mejora la retencién del sabor y el gusto de muchos productos alimenticios

donde son usados como ingredientes (Paredes-Ldpez, 1991).

mLdeaceite absorbido
100 gdemuestra

Tabla No. 12 Capacidad de absorcion de grasa

Tubo 1 (1m) 2 (2mL) 3 (3mL)
Aislado muestra 1 33.33+£0.0 | 66.66+0.00 100+0.0
Aislado muestra 2 33.33+£0.1 | 66.66x0.01 | 93.33+0.0

En la tabla No 12 se presentan los resultados de la capacidad de absorcién de
aceite y los resultados son muy parecidos, ya que los valores van desde 33-
100%. En virtud de que el frijol comun tiene una cantidad importante de
aminoacidos hidrofobicos como la leucina, isoleucina, valina y triptéfano, lo
cual hace que sea muy afin al aceite. La capacidad de absorcion de grasa
(CAG) es producto del atrapamiento fisico de las grasas por parte de las
proteinas, a través de la formacién de micelas. La CAG esta determinada por la
estructura de la matriz proteica, la disposicién de los aminoacidos dentro de la
estructura proteica, lo cual a su vez determina las interacciones hidrofobicas
proteina-grasa, por el tipo de grasa y por la presencia de almidones (Kinsella,
1976). Esta capacidad de las proteinas de enlazar lipidos es muy importante
para la formulacion de productos para freir y para la retenciéon de los sabores.
Asi mismo, disminuye el desarrollo de la rancidez oxidativa y en consecuencia
aumenta la estabilidad durante el almacenamiento (Sathe, et al., 2002).

En el anexo VII se muestra una fotografia (niumero 10) de la prueba realizada.
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Las espumas son sistemas bifasicos en los cuales las burbujas de gas (por lo
general aire) estan rodeadas por una fase liquida continua, formando peliculas
delgadas. La capacidad de las proteinas para formar espumas depende de su
facilidad para migrar hacia la interfase aire-agua y formar una pelicula
interfacial cohesiva que sea capaz de atrapar y retener el aire. Esta pelicula
debe ser lo bastante fuerte para retener la humedad y soportar esfuerzos

mecanicos (Phillips, et al., 1990).

Tabla No. 13 Formacion y estabilidad de la espuma

Vv FORMACION | ESTABILIDAD
Peso V final )
Concentrado inicial AV V después de
(9) (mL) .
(mL) (mL) 30 min
1 2 100 90+0.58 10+0.58 94+0.58
2 2 100 94+0.58 6+0.58 96+0.58

Se puede observar que la proteina del frijol tiene una actividad espumante ya
gue el volumen aumenta de 6-10 mL, manteniéndose de 4-6 mL de ésta por
mas de 30 minutos.

Este resultado es congruente con lo reportado por Enwere et al., (1998)
quienes afirman que las harinas de frijol se caracterizan por tener buenas
propiedades espumantes y por generar una espuma estable. También
Susheelamma y Rao, citados por los autores antes nombrados, reportaron
excelentes capacidades espumantes de proteinas globulares de frijoles negros
(Phaseolus mungo).

La capacidad espumante y su estabilidad dependen de dos conjuntos distintos
de propiedades moleculares. Mientras que la capacidad espumante se ve
afectada por la velocidad de adsorcion, la flexibilidad y la hidrofobia, la
estabilidad depende de las propiedades reoldgicas de la pelicula proteica. La
proteina de la mayor parte de los alimentos estd formada por mezclas de
diversas especies moleculares; por ello, sus propiedades espumantes son
determinadas por la interaccidn entre los componentes proteicos en la

interfase (Fennema, 2000).
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La formacion de espuma es una propiedad funcional de las proteinas utilizada
en la elaboracién de diversos productos de panificacion, reposteria y confiteria,
asi como también en la preparacion de postres y alimentos congelados. Desde
el punto de vista de su aplicacidon en tecnologia de alimentos se requiere no
solamente que la proteina sea capaz de formar un volumen grande de espuma,
sino que ésta sea estable, es decir que no tienda a colapsar en corto tiempo.

En el anexo VII se muestra una fotografia (nimero 11) de la prueba realizada.

la estabilidad de la emulsiéon son

parametros que se confunden muy facilmente; por eso Hermansson (1979),

La capacidad emulsificante y

establece claramente la diferencia entre estos dos términos; menciona que “La
capacidad emulsificante denota la cantidad maxima de aceite que puede ser
emulsificada por una dispersién de proteina; mientras que la estabilidad de la
la capacidad de una emulsidn, con una cierta

emulsidon se refiere a

composicion, para permanecer sin cambios.

Tabla No. 14. Indice de la actividad emulsificante (IAE) y la estabilidad

de la emulsion (RC) del concentrado proveniente de la muestra 1.

CONCENTRADO FRIJOL 1

pH 4 pH 7
Concentracion IAE RC (%)* IAE RC (%)*
proteica (%) (m?/g) (m?/g)
0.2 26.05+0.19 | 63.33+0.01 | 28.71+0.14 | 76.67+0.16
0.5 10.32+0.03 | 83.33+£0.07 | 11.00+0.09 | 80.00+0.3
0.8 7.17£0.02 | 96.67+0.07 | 7.07£0.02 | 76.67+0.07
1 5.56+0.02 | 80.00+0.05| 5.57+£0.01 | 73.33+0.08
2 2.65+0.02 | 76.67+£0.15| 2.80+0.25 | 36.67£0.11
3 1.80+£0.02 | 73.33+0.06 | 1.88+0.01 0.00+0.00
4 1.41+0.03 | 83.33+0.26 | 1.41+0.01 6.67£0.04
5 1.13+0.02 | 60.00+£0.01 | 1.16+0.01 | 26.67%+0.15

* RC = resistencia a la coalescencia
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Tabla No. 15. Indice de la actividad emulsificante (IAE) y la estabilidad

de la emulsion (RC) del concentrado proveniente de la muestra 2.

CONCENTRADO FRIJOL 2

pH 4 pH 7
Concentracion IAE RC (%)* IAE RC (%)*
proteica (%) (m?/g) (m?/g)
0.2 23.59+0.02 | 100.00+0.00 | 28.29+0.03 | 96.67+0.13
0.5 9.62+0.01 | 100.00+0.00| 11.41+0.02 | 83.33+0.11
0.8 5.90+0.02 | 100.00+0.00 | 7.07+£0.01 83.33+0.03
1 4.84+0.03 | 100.00+0.00 | 5.73+£0.04 | 100.00+0.00
2 2.36+0.01 | 150.00+0.00| 2.85+0.02 | 100.00+0.00
3 1.60+£0.01 | 166.67+0.58 | 1.88+0.02 0.00+0.00
4 1.22+0.01 | 150.00+0.00 | 1.42+0.02 0.00+0.00
5 0.99+0.03 | 150.00+0.00| 1.15+0.01 0.00+0.00

* RC = resistencia a la coalescencia

La estructura rigida y compacta que dan las globulinas a la proteina, la cual es
la principal fraccién proteica de Phaseolus vulgaris, no las hace proteinas con
buen potencial para funciones superficiales como las emulsificantes (Sathe, et
al., 2002). Sin embargo como lo muestran las tablas niumero 14 y 15 los
resultados sefalan que los concentrados provenientes de muestras crudas del

frijol fueron capaces de desarrollar este tipo de propiedades.

Sin importar el pH (4 o 7) a la que este la muestra el indice de actividad
emulsificante de las muestras presentan sus valores mas altos (29-23 m?/g) a
concentracion proteica baja (0.2%), mientras que sus valores mas bajos
(aproximadamente de 1 m?/g) se presentan a concentraciones proteicas de
5%. Las proteinas pueden actuar como emulsificantes porque reducen la
tensién interfacial entre el agua y el aceite, formando peliculas firmes en la
interfase lo cual evita la unién de las particulas de aceite (Kanteewicz, et al.,
1987). Por lo que podemos decir que el frijol es un buen emulsificante y

atribuir a que contiene mayor cantidad de aminoacidos no polares.




En general, los resultados muestran que los dos concentrados pueden tener
aplicaciones como agentes emulsificantes, sobre todo en emulsiones
alimentarias donde el pH se acerque a la neutralidad. También se pueden
utilizar a pH 4, aunque para lograrlo se requiere una mayor concentracion de
proteina. La capacidad emulsificante de la proteina del frijol Phaseolus vulgaris
decrece al aumentar la concentracion de proteina, por lo que en la industria
alimentaria se puede utilizar como un agente emulsificante sin agregar tanto
concentrado. En cambio la resistencia a la coalescencia es mayor a pH acido
gue en la neutralidad, presentando sus valores mas altos en la muestra
nimero 2 con porcentajes mayores al 100%. En el anexo VII se muestra una

fotografia (niumero 12) de la prueba realizada.

Una de las propiedades funcionales mas importantes de las proteinas es su
capacidad para formar geles después del calentamiento. El mecanismo de
la gelificacion es complejo donde hay un primer paso que consiste en una
desnaturalizacién de las proteinas, para después favorecer la interaccion
proteina-proteina que da origen a la estructura tridimensional ordenada en la
gue quedan retenidos el agua, los glébulos de grasa y otras sustancias de bajo

peso molecular.

Tabla No 16. Comportamiendo de la Gelificacion proteica de las dos

muestras de frijol

Concentracion
de 2 3 4 5 6 7 8 ) 10
proteina/Ph

2% - - - - - - - - -

5% - - - - - - - - -

10% - - - - - - - - -

15% - - - - - - - - -

20% - + - - - - - - -

+ Presencia de un gel - No hay presencia de un gel
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Como se puede observar en la tabla nimero 16 que el pH del medio y la
concentracion de proteina influyen en la formacion del gel, como también en
su comportamiento reoldgico. Los dos concentrados proteicos de frijol gelifican
a una concentracion de 20 gramos de proteina en 100 mililitros de agua a un
pH de 3.

El color de este gel es rosa palido y se le considera un gel fuerte, ya que al
invertir el tubo el gel no se desliza. En el anexo IV se muestra una fotografia
(nimero 13) de la prueba realizada.

La transformacion que se da de una suspension a un gel ocurre debido a la
desnaturalizacién por calor de la proteina. Esta transformacién es irreversible
debido a que las estructuras secundarias y terciarias son rotas. La actual
formacién del gel ocurre gracias a la agregacién controlada de las moléculas de
las proteinas después del enfriamiento, por lo cual éste no se puede hacer muy
rapido, ya que el gel que se forma seria débil, razén por la cual el enfriamiento
es a temperatura ambiente. Otros factores que afecta el proceso de gelificacion
es la concentracidn de proteina. En este caso se necesitan concentraciones

altas del concentrado obtenido, lo que limitaria su aplicacidn a la industria.

8.6 PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS AISLADOS PROTEICOS DEL
FRIJOL

Se realizd el analisis electroforético en tres pasos importantes de la extraccion:
1. Al sobrenadante de la harina a pH 8, el cual corresponde a la maxima
solubilidad de las proteinas en agua. (snd pH 8)
2. Al sobrenadante de la harina a pH 4, el cual corresponde a la minima
solubilidad de las proteinas en agua. (snd pH 4)
3. Al concentrado obtenido. (C)
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Figura No. 8 SDS-PAGE de los aislados proteicos obtenidos del frijol

negro (Phaseolus vulgaris)
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En el gel se puede ver que entre la suspensidén que estd a pH 8 y la de pH 4 se
pierden proteinas de 55 a 100 KDa.

El analisis electroforético en los diferentes pasos en el aislamiento de las
proteinas de la semilla de frijol negro crudo mostré por lo menos quince
proteinas (globulinas y albiuminas representan el 60% y 40%,
respectivamente, de la proteina total) entre 19 y 110 KDa de peso molecular.
Destacan las de pesos moleculares 19 KDa, 26 KDa, 32 KDa y 46 KDa, que son
constantes en los tres pasos de la extraccion.

Las proteinas mas abundantes son las que corresponden a un peso molecular
aproximado de 46 KDa (Ramirez, et al., 1991). La principal proteina de la
semilla es la faseolina, que es una glicoproteina, por lo que probablemente su
funcidn principal sea de reserva. Esta proteina estd constituida por una familia
de polipéptidos (S, B, T, C y H), cuyos pesos moleculares oscilan entre 45 y 58
KDa. Estudios hechos en la Universidad de Wisconsin indicaron que la faseolina
era el factor que determinaba tanto la cantidad como la calidad de la proteina
de la semilla, por lo que podemos decir que nuestro concentrado es de buena
calidad proteinicamente hablando (CIAT, 1989).

Ademas de la faseolina, en los cotiledones se han descrito otras proteinas con
diferentes pesos moleculares y cuya funcion no aparece tan claramente
asociada a la fuente de reserva; ellas se han descrito a las lectinas, de 32 KDa,
las cuales parecen estar relacionadas con caracteristicas de calidad pobre. Si
observamos esta banda a lo largo del proceso aparece muy intensa en la
harina del frijol a pH 8 y a pH4, pero en el concentrado aparece menos clara.
Dentro de las lectinas se encuentran el Grupo PHA, las cuales tienen un peso

molecular de 22 a 33 KDa.
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9. POSIBLES APLICACIONES DEL PRODUCTO
"Deja que la comida sea tu medicina y que la medicina sea tu comida”

Hipdcrates.

Hoy en dia hay una gran demanda de productos que contribuyen al
mantenimiento o a la mejora del estado de salud y/o reduccién del riesgo de
padecer una enfermedad. Algunos usos del frijol comdn como planta medicinal

se encuentran en el anexo VI.

Los concentrados proteicos obtenidos en este trabajo contienen componentes
bioldgicamente activos que tienen efectos benéficos para la salud.

Segun las propiedades estudiadas, a continuacidn se presentan algunas
propuestas de productos a los que se puede integrar el concentrado, tomando

como base la informacién de Riego Gémez (1988).

a) Barra de cereales, ya que éstos, en combinacién con el concentrado
proteico del frijol, son una fuente alternativa de isoflavonoides y fibra,
que pueden ayudar a controlar los niveles de colesterol en sangre,

ademas de ser proteina de buena calidad ya que se complementan.

b) Bebidas carbonatadas agregando el concentrado proteico de frijol negro
como un aditivo emulsionante para proporcionar turbidez a la bebida o
como agente espumante en las bebidas que estan conformadas por
cerveza con gaseosa como la shandy o ginger beer y en los refrescos de

cola.

c) La mayonesa se define como una emulsién semisdlida del tipo
aceite/agua. El concentrado proteico de frijol negro funciona como
emulsificante, reduciendo los riesgos de coalescencia formando una

pelicula interfacial de rigidez conveniente.
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d)

f)

g)

La margarina es una dispersién de gotas de una fase acuosa en una fase
semisélida que contiene aceite liquido y cristales de grasa sélidos. Desde
el punto de vista de coloide quimico, el factor basico en su fabricacion es
la facil emulsificacion de la fase acuosa y no la estabilidad de la
emulsién, por lo que el concentrado proteico del frijol funcionaria como

emulsificante.

Un helado es un producto lacteo, formado por una espuma parcialmente
congelada, con 40 a 50% de aire ocluido, por lo que el concentrado
proteico de frijol negro puede actuar como espumante dando un mayor
porcentaje de aire y asi obtener un rendimiento mayor o como
emulsificante para estabilizar la mezcla inicial para adsorberse en las
interfaces de los glébulos grasos y formar enlaces con el agua y las

proteinas y como nucleo de cristalizacién.

Como aditivo en emulsiones carnicas, las cuales desempefan un papel
fundamental en la fabricacidn de embutidos. El concentrado proteico de
frijol negro contribuira a mejorar la textura y la estabilidad de la

emulsion.

En masas de panaderia y pasteleria, las cuales son sistemas de una
complejidad coloidal considerable ya que antes de pasar al horno, la
masa esta formada conjuntamente por una emulsién, una espuma y una
dispersién coloidal. El concentrado proteico del frijol negro actuaria
como un emulsificante, evitando el efecto antiespumante de las grasas
sobre el reticulo proteico, asegurando la emulsificacidon de las grasas y
permitiendo mantener una cierta humedad en el pan o en el pastel.
Puede funcionar también como un aditivo espumante para
proporcionarle una buena aireacién a la masa y como constituyente del
reticulo tridimensional responsable del desarrollo de un pastel durante

su permanencia en el horno.
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h) Polvo para preparar bebidas tipo café capuchino instantdneo como
espumante para dar una espuma mas compacta, persistente y con

mayor densidad sin la necesidad de disolverlo en leche.

i) Colorante natural ya que contiene antocianinas, pigmentos hidrosolubles
con caracteristicas de glucdsidos, responsables de los colores rojo,
anaranjado, azul y purpura de las uvas, manzanas y fresas (Badui,
1993).

j) En polvo para preparar imitacién de gelatina de sabor mezclando el
concentrado proteico del frijol negro con la carragenina obteniendo
variedad de texturas y una calidad proteica mayor que si solo se usara

la goma natural industrial.

Es importante que estos alimentos sean biodisefiados individualmente para

satisfacer las especificaciones de sabor, textura y nutricion del producto final.
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10. CONCLUSIONES

1.

Se disefié un proceso para obtener a la proteina del frijol del cual:

a) Se obtuvo un mayor rendimiento a partir de frijol crudo que del
cocido.

b) Se logré una concentracién proteica del frijol crudo partiendo de
20-23% en el grano hasta el 67-70%, por lo que se puede hablar
de que se obtuvo un concentrado.

De acuerdo al estudio de las propiedades funcionales los aislados
proteicos:

a) Presentan capacidad para absorber agua y aceite

b) Pueden tener aplicaciones como agentes espumantes vy
emulsificantes dentro de la industria alimentaria.

c) Forman un gel de color rosa palido a una concentracién proteica
de 20% y a pH 3.

Las principales proteinas presentes son la faseolina y las lectinas con
peso molecular de 46 y 32 KDa respectivamente.

Los concentrados contienen polifenoles los cuales se encuentran en
cantidades bajas, lo que permitird el valor agregado por ser un

nutracéutico.

. El aislado proteico gracias a sus caracteristicas y propiedades puede ser

aplicado en productos de la industria alimentaria.

11. PERSPECTIVAS

1.

Estudiar los factores antinutricios en el concentrado para ver si arrastré

alguna toxina, ya que recordemos que el frijol se usé crudo.

. Probar experimentalmente cdmo se comporta el concentrado de frijol

negro en un sistema alimentario.

Desarrollar alimentos funcionales con el concentrado de frijol negro.
Encontrar una forma de obtener una mayor pureza de la proteina de
frijol negro.

Evaluar el efecto en el metabolismo de glucosa.
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13. ANEXOS
I. MEDICION DE LA CANTIDAD DE CARBOHIDRATOS TOTALES
CURVA PATRON DEL METODO COLORIMETRICO DE FENOL-SULFURICO

PARA LA DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES EXPRESADO
EN % DE GLUCOSA.

Fenol-Sulfirico v=03215x+00145
R2 = 0.9962

2.500 +
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II. TRATAMIENTO DEL ALMIDON QUE SE OBTIENE’COMO
RESIDUO EN LA EXTRACCION DE LA PROTEINA
En las leguminosas el almidon y otros polisacaridos (fibra dietética) son los
principales constituyentes, con cantidades pequefas pero significativas de
oligosacaridos (Bravo et al., 1998) por lo que el principal residuo obtenido en
la obtencidn del aislado es una masa hinchada lo que podemos pensar que sea
el almidon del frijol. La propuesta tedrica para que este residuo sea
aprovechado es ajustar el pH a 7, secar la muestra y molerla para
posteriormente usarla en la industria panadera o como aditivo gelificante en
sopas o en alimentos para bebés. Sin embargo esto se tendria que estudiar
mas meticulosamente ya que puede presentar tendencia a formar texturas

granulosas y apelmazadas en el producto final.
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III. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

El acido gdlico es un acido organico también conocido como 3,4,5-
trihidroxibenzoico, que se encuentra en las agallas, en las hojas de té, en la
corteza de roble y otras plantas. La formula quimica es CgH,(OH)sCOOH. Y su
estructura es:

0. .OH

.-""'*11?.“
HO™ ™ ~OH
OH

CURVA PATRON DE ACIDO GALICO PARA LA DETERMINACION DE
FENOLES TOTALES (METODO FOLIN-CIOCALTEU, 1989).

y =0.0268x + 0.1357
R?=0.9962
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0.4 e
0.35 —

0.3 ——
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IV. DETERMINACION DE FLAVONOIDES TOTALES

La rutina es también es un glucédsido flavonoide encontrado en algunas
plantas, conocido como rutdsido, quercetin-3-rutindsido y sophorina. Su
estructura es:

OH

O
HO I OH

| O-Ra-Glu

OH o

Quercetina: 5,7, %, 4
TETRAHIDROXIFLAVONOL

CURVA PATRON DE RUTINA PARA LA DETERMINACION DE
FLAVONOIDES TOTALES (FARMACOPEA, 1989)
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V. FUNDAMENTO Y PREPARACION DE MUESTRAS DE LA
ELECTROFORESIS

Fundamento
La electroforesis es un método analitico en el cual se separan biomoléculas
segun su tamafo y su carga eléctrica utilizando una corriente eléctrica
controlada.
El fundamento consiste en una migracién de los solutos idnicos hacia el catodo
(el polo negativo) o anodo (el polo positivo) bajo la influencia de un campo
eléctrico.
El desplazamiento de las moléculas también depende de la carga, el peso
molecular y la estructura tridimensional de la molécula, asi como de la friccion
que se presente con el solvente.
Los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, son versatiles y sirven
como medio de separacion de mezclas complejas. Ademas son Utiles para
determinar el peso molecular y el punto isoeléctrico de las proteinas.
La velocidad de migraciéon electroforética depende de la densidad de carga de
la molécula (relacién carga/peso), del voltaje aplicado y de la porosidad del
gel. Es de suma importancia no aplicar un voltaje muy alto para no generar un
calor excesivo, ni un voltaje muy bajo por que el resultado seria una
separacion minima de los componentes (Chavez, et. al., 1990).
El pH influye sobre la velocidad de migracién de las moléculas ya que la carga
neta de la particula esta dada por el pH del medio y puede ser modificada por
la interaccidn con pequefias particulas de iones u otras macromoléculas
(Nochumson, 1985).
Los métodos electroforéticos zonales son U(tiles para lograr la separacion de
componentes de mezclas complejas. Cantidades pequefas de la solucién de
proteina se aplican en un soporte (que generalmente son polimeros que
forman un gel poroso como el almidoén, la celulosa o la poliacrilamida) que se
impregna con una solucidon tampén.
La poliacrilamida es quimicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de

ser preparado de forma rapida y reproducible. Ademas, forma geles
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transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en agua y que permite una
buena visualizacién de bandas durante tiempo prolongado (Campell, 1995).
Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién del mondémero
archilamida CH,=CH-CO-NH, y del mondmero entrecruzador N,N "-metilen-bis-
acrilamida CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH,. La polimerizacién se inicia
con la formacion de radicales libres del mondémero, que se producen por
radicales libres de oxigeno, por la accidon de los iones persulfato (Chavez,
1990). Las aminas terciarias como el N,N,N,N "-tetametilen-diamina (TEMED)
se emplean como catalizadores de esta reaccion, ya que causan la formacion
de radicales libres persulfato (Garfin, 1990).

La polimerizacién se lleva a cabo con la adicidon del persulfato de amonio
(agente oxidante) y TEMED como agente reductor el cual acelera la
polimerizacion.

La electroforesis con SDS es un método excelente para identificar y monitorear
proteinas durante un proceso de purificacidon., asi como para determinar el
peso molecular de estds comparado con un patron que se conocen como
marcadores.

La estructura del detergente SDS es CHs; (CH,);o CH, = SOz Na*; donde el
anion se une a las proteinas por absorcidén no especifica. EIl SDS desnaturaliza
por completo a las proteinas y rompe las interacciones no covalentes
(estructura terciaria y cuaternaria).

Las proteinas que tienen color natural como la mioglobina, hemoglobina,
ferritina y citocromo C, pueden ser observadas diectamente en los geles, sin
embargo la visualizacién de la mayoria requiere el uso de un colorante para
poder ser vistas.

Una rapida tincién, distincidn y fijacidon son esenciales los colorantes de origen
natural. La tincidn con Coomassie puede emplearse para la determinacion de

proteinas cuando éstas son abundantes (Schagger H, et. al.,1987).
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Preparacion de muestras

Bradford
« Dilucién 1:3000
MUESTRA 1 MUESTRA 2
Muestra Abs Hg/mL Abs Hg/mL
Sobrenadante 0.540 9.705
pH 8
Sobrenadante 0.111 1.782
pH 4
Aislado 0.110 1.764 0.127 2.078
+ Dilucién 1:3500
MUESTRA 1 MUESTRA 2
Muestra Abs Hg/mL Abs Hg/mL
Sobrenadante 0.290 5.088
pH 8
Sobrenadante 0.158 2.650
pH 4
Aislado

Las muestras se prepararon de la siguiente manera:

Muestra HL de proteina (0.015 Agua destilada (gL)
mg/mL)
Sobrenadante pH 8 F1 6.73 14.27
Sobrenadante pH 4 F1 22.44 0
Concentrado F1 22.67
Sobrenadante pH 8 F2 4.12 16.88
Sobrenadante pH 4 F2 12.94 8.06
Concentrado F2 19.25 1.75
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VI. USOS DEL FRIJOL COMO PLANTA MEDICINAL

Algunos usos del frijol comin como planta medicinal y que pueden ser

estudiados utilizando un concentrado proteico son:

a)

b)

c)

d)

e)

Auxiliar para mantener las concentraciones de glucosa, insulina,
triglicéridos y colesterol en los intervalos adecuados.

Accion diurética e hipoglicémica, para emplearse de manera
complementaria en afecciones renales, cardiacas, reumaticas y diabetes.
En enfermedades reumaticas ya que se recomienda como un acuarético
obteniendo una capacidad anti-discratica.

Como antitumoral. De acuerdo a la compilacién realizada por Duke y col.
(2002) es antiagregante, antiangiogénico, anticancer, antidepresivo,
antileucemia, antimelandmico, antiprostatico, apoptosico,
cardioprotector, estrogénico, hepatoprotector, quimiopreventivo,
hipocolesteronémico, hipotensivo, lipolitico, lipotrépico, ademas de
antibacteriano, antidiabetes, diurético, antiviral y mutagénico,
antipirético, carminativo, depurativo, diaforético, emenagogo, fungicida
y resolverte, emoliente e hipoglicémico.

Anti-cancerigeno. El frijol comun, al igual que el de soya contienen

cantidades importantes de isoflavonoides.

Por todo esto el consumo del frijol, especialmente de la proteina y sus fenoles

aumenta su importancia no solo por su valor nutricional, si no porque podrian

dar un valor agregado con usos de medicina tradicional.
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VII. FOTOS DEL PROCESO Y DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES
ESTUDIADAS

FOTO No. 1

Muestra 1 frijol negro

(Phaseolus vulgaris)

FOTO No. 2

Muestra 2 frijol negro

(Phaseolus vulgaris)

FOTO No. 3

Harina de frijol negro (Phaseolus

vulgaris) tamizada
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FOTO No. 4
Suspensién a pH 8

Solubilizacion de la proteina

FOTO No. 5

Residuo de la suspension a pH 8

posterior a la centrifugacion.

FOTO No. 6
Solucién a pH 4

Precipitacidn de la proteina
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FOTO No. 7

Concentrado humedo

FOTO No. 8

Concentrado seco

PRODUCTO FINAL

FOTO No. 9

Capacidad de absorcion de agua
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FOTO No. 10

Capacidad de absorcion de aceite

FOTO No. 11

Espumado

FOTO No. 12

Emulsificacion
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FOTO No. 13
Gelificacion
pH 3

Concentracién proteica 20%
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