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Resumen

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es parte importante de la dieta en México y
una fuente importante de compuestos con propiedades antioxidantes,
antimutagénicas, anticarcinogénicas, hipogluceminante, antipertensiva e
hipolipemiantes. Por otro lado, ya sea por intolerancia a la lactosa, por alergia a
las proteinas de la leche, o bien para quienes llevan una dieta vegetariana existen
en el mercado sustitutos de la leche de vaca preparados a partir de ingredientes
como soya, coco, arroz, avena, almendras, etc. Aunque se ha reportado la
elaboracion de bebidas funcionales a partir de harina de garbanzo, amaranto y
frijol aln no se ha reportado el uso de este Ultimo en la elaboracion de sustitutos
de leche de vaca. El objetivo del presente trabajo fue preparar una bebida a base
de frijol con potencial nutracéutico que represente una alternativa mas en el
mercado de los sustitutos de leche de vaca. Para la metodologia se usaron
semillas de frijol comun de la variedad Bayo Madero, mismas que, después
someterse a remojo y a un proceso de extrusidon para reducir los factores
antinutricios, se molieron y usaron como ingrediente principal de la bebida para lo
cual se mezclé con una emulsion preparada con emulsificante, vitaminas
liposolubles, hidrocoloides, aceite, un acido graso poliinsaturado y una sal de
calcio. El contenido de proteina, lipidos, fibra y carbohidratos totales fue de 0.98,
0.88, 1.7 y 2.83 % respectivamente. El producto obtenido se -caracterizd
nutracéutica y sensorialmente. El contenido de compuestos fendlicos fue de 1.5 ug
eq acido galico/ml de bebida, y la capacidad antioxidante fue de 5.5 uM de FeSO,
para FRAP y de 1.2 uM de Trolox en DPPH. Se realizaron dos evaluaciones
sensoriales, la primera fue de agrado global donde se encontré que el producto
elaborado en el presente trabajo mostr0 mayor agrado en comparacion con el
producto comercial de almendra pero no sobre el producto comercial de soya. La
evaluacion sensorial de preferencia mostr6 que los panelistas preferian los

productos saborizados con jarabe de chocolate y esencia de café.

Palabras clave: Frijol comuan, sustituto de leche, proceso de extrusion.



Abstract

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is an important crop in Mexico and it’s an
important source of compounds with antioxidant, antimutagenic, anticarcinogenic,
hipoglicemic, antihypertensive and lowering lipid activity. By other side, a variety of
reasons such as lactorse intolerance, cow’s milk allergy as well as lifestyle choices
like a vegetarian/vegan diet there have been developed substitutes of cow’s milk
made of vegetable sources such as soy, coconut, rice, oat, almonds, etc. There
are reports of functional beverages made of chick pea, common bean and
amaranth, there has not been reported the production of this kind of beverages
with common bean. The aim of the present work was the development of a
common bean based beverage with nutraceutical potential that could be an
alternative in the market of non-dairy milk. It was used an extrusion process to
reduce the antinutritional factors. The formulation of the beverage was made with
extruded common bean flour as main ingredient, this was mixed with a mixture of
emmulsificant, liposoluble vitamins, hidrocolloids, vegetable oil, poliinsaturated
fatty acid and a source of calcium. Xhantan gum at 0.1 % and CMC also at 0.1%
showed to provide acceptable viscosity and stability to the beverage, these
attributes are important for the acceptability of potential consumers. The amount of
protein, lipids, fiber and total carbohydrates were 0.98, 0.88, 1.7 and 2.83 %
respectively. The amount of phenolic compounds was 1.5 eq gallic acid/ mi
beverage, the antioxidant capacity was 5.5 uM of FeSO,4 in FRAP assay y de 1.2
MM of Trolox using DPPH assay. There were made two sensory evaluations wich
showed higher preference of common bean beverage over the almond one but still
lower than the soy one. Addition of flavors such as coffee and chocolate improved

the acceptability of the panelists.

Key words: Common bean, non-dairy milk substitute, extrusion process.
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I. Introduccidén

Llevar un estilo de vida mas saludable motiva a los consumidores a
buscar alimentos que ademas de nutrirlos les aporten un beneficio adicional a la
salud, por ejemplo la prevencion de enfermedades cardiovasculares, estos
alimentos se conocen como alimentos funcionales. Las leguminosas,
particularmente el frijol, han formado tradicionalmente parte de la alimentacion en
la regidbn de Mesoamérica. Aun en nuestros dias este alimento es considerado
como uno de los pilares en la alimentacién de estas regiones aunque los cambios
en la alimentacion tradicional por diversos factores, entre ellos la incorporacion de
alimentos ricos en grasas y almidones, han provocado la disminucién en el
consumo de esta leguminosa. Numerosas investigaciones han demostrado las
propiedades nutracéuticas del frijol comun (Phaseolus wvulgaris L. en la
prevencion de enfermedades no transmisibles como diabetes mellitus, obesidad,
enfermedades cardiovasculares, hipertension y cancer. Por otro lado ya sea por
alergias a los componentes de la leche de vaca, intolerancia a la lactosa o bien
para llevar una dieta vegetariana libre de proteina animal existen en el mercado
sustitutos a este tipo de leche preparados a partir de cereales como el arroz,
semillas como las almendras, frutas como el coco o bien leguminosas como la
soya. Teniendo en cuenta lo anterior el frijol y sus componentes se consideran de
importante valor nutritivo, lo cual lo convierte en un ingrediente con alto potencial
para desarrollar nuevos productos alimenticios como fuente de proteina,
vitaminas, minerales y fibra dietética. Con el fin de diversificar su uso como
ingrediente principal o como aditivo en alimentos, en el presente trabajo se buscé
utilizar el frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) como el ingrediente principal de un
sustituto de leche y adicionalmente se determinaron sus caracteristicas
fisicoquimicas, nutracéuticas y sensoriales. La presente tesis esta organizada de
la siguiente manera: Un capitulo de antecedentes donde se describe al frijol
comun como fuente de compuestos nutricionales y funcionales y se hace una

revision de la literatura que comprende al proceso de extrusion y a las bebidas



preparadas a partir de fuentes vegetales; se plantean ademas el objetivo general y
los objetivos particulares que se plantearon desde un inicio para el desarrollo del
presente trabajo; otro capitulo de materiales y reactivos donde se describe la

metodologia usada en la realizacion de los objetivos planteados



Il. Antecedentes

2.1. Alimentos funcionales

El término “Alimento funcional” se us6 por primera vez en 1984 en Japon
como resultado de un estudio sobre la relacién entre nutricion, sensacion de
satisfaccion, fortificacion y modulacion de sistemas fisioldgicos, lo anterior
describe a alimentos fortificados con constituyentes que poseen efectos
fisiolégicos que les darian ventaja sobre otros alimentos. Para definir mejor un
alimento funcional es importante recordar que todos los alimentos tienen funciones
nutricionales pero lo que los hace funcionales es el beneficio extra a la salud de
quien los consume ademas de sus caracteristicas nutritivas basicas. EIl objetivo
de un alimento funcional es principalmente mejorar el estado general del cuerpo,
disminuyendo el riesgo de enfermedades no transmisibles (Bigliardi y Galati,
2013). En la Figural se muestra que el papel de los alimentos funcionales es el de
prevenir en general la aparicion de enfermedades no transmisibles. Segun la
clasificacion de alimentos funcionales propuesta por Bigliardi y Galati (2013) y
Makinen, (2006) los beneficios de los mismos podrian agruparse en tres clases:
beneficios directos sobre la salud, reduccion del riesgo de enfermedades y

mejores condiciones de vida.

La demanda de alimentos funcionales varia entre paises y esta
influenciada principalmente por la alimentacion tradicional, por la herencia cultural
y en general por el interés de los consumidores. El éxito de los alimentos
funcionales depende de la aceptacion del consumidor para integrarlos a su dieta
diaria (Annunziata y Vecchio, 2011). Durante la dltima década los requerimientos
del consumidor en el campo de la produccion de alimentos cambiaron
considerablemente, de hecho, cada vez es mas frecuente que el consumidor crea
gue los alimentos contribuyen directamente a su salud. Por lo tanto, los alimentos

ya no soélo deberian satisfacer el hambre y proveer los nutrientes necesarios, sino



también prevenir enfermedades relacionadas a la nutricion asi como mejorar el
bienestar fisico y mental. La demanda de alimentos funcionales est4 aunada a que
el incremento en el costo de los servicios de salud, el incremento en la esperanza
de vida el deseo de la gente mayor por mejorar su calidad de vida y en general por
la demanda por un estilo de vida saludable. De entre las innovaciones en la
industria alimenticia el area de desarrollo de alimentos funcionales es una de las

mas interesantes para la investigacion e innovacion (Bigliardi y Galati, 2013).

Los alimentos funcionales tienen como objetivo el beneficio fisiolégico de
un grupo de consumidores especificos, por ejemplo: grupos con riesgo en su
salud, personas de la tercera edad, atletas, etc. La funcionalidad de estos
alimentos esta basada en los componentes bioactivos, los cuales pueden ser
contenidos de forma natural en el producto, pero cominmente se requiere del
disefio de tecnologias apropiadas con el objeto de optimizar las propiedades
benéficas deseadas (Korhonen, 2002).

Con este fin es necesario el desarrollo y aplicacion de nuevas
tecnologias. La aplicacion de tecnologias de procesamiento ha sido enfocado a
dos aspectos, el primero es retener la bioactividad al maximo durante el
procesamiento y almacenamiento de los productos formulados; y el segundo es
liberar los componentes bioactivos deseados en el sitio requerido del cuerpo
(Bellisle et al., 1998).

Los alimentos promotores de la salud pueden también presentar desafios
con respecto a su posicion regulatoria y el desarrollo de estrategias para lanzarlos
al mercado. Finalmente, estos productos tienen que reunir la aceptacién del
consumidor, en términos de eficacia documentada, propiedades sensoriales y
precio. En la figura 1 se muestra de manera grafica el papel preventivo de los
alimentos funcionales con respecto a los medicamentos (Hasler, 1998; Torruco-
Uco et al., 2009).
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Figura 1. Cambio del papel de los alimentos segun su actividad.
(Torruco-Uco et al., 2009)

2.2 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

2.2.1. Generalidades

Las leguminosas han constituido una fuente importante de proteina,
vitaminas, minerales y calorias para muchas personas en el mundo debido a su
bajo costo. La demanda de proteina de origen animal sera poco sustentable en el
futuro, por lo tanto resulta importante el papel que jugaran las proteinas de origen
vegetal en el futuro de la alimentacion de la poblacion (Hellendoorn, 1976). En
muchos paises las leguminosas constituyen uno de los principales suministros de
proteina dietética (SAGARPA, 2007). Las leguminosas contienen de dos a tres



veces mas proteina que los cereales ademéas en el caso de personas de bajos
recursos y vegetarianos constituyen la principal fuente de proteina (Jiménez-
Martinez et al.,, 2003). De entre estas el frijol comdn es un cultivo que
histéricamente se ha asociado con el desarrollo de culturas prehispanicas y
actualmente juega un papel primordial como cultivo tradicional en varias regiones
del mundo. En nuestro pais la variedad Phaseolus vulgaris L. es el segundo
producto, después del maiz, mas importante en el sector agroalimentario, no solo
por ser una fuente de ingresos para miles de productores sino también por ocupar
un lugar importante dentro de la dieta de la poblacién (Paredes-Lopez et al.,
2006). Debido al urbanismo, la migracion, el crecimiento poblacional, el empleo, el
poder adquisitivo, el clima, la reduccién en el nimero de miembros de las familias
y la incorporacién de la mujer a la actividad laboral su consumo ha disminuido
(SAGARPA, 2007).

Aunque el consumo de frijol comdn estd fuertemente arraigado en
México el niamero de kg per capita para 2012 era de 11 kg/persona/afio

(Secretaria de economia, 2012).

El frijol juega un papel muy importante en la dieta de América latina, ya
que provee nutrimentos como proteina, acidos grasos esenciales, carbohidratos
complejos, vitaminas y minerales su consumo se asocia a un menor riesgo de
cancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares, etc. Estos efectos fisioldgicos
podrian deberse a los fitoquimicos que contiene, incluyendo a los compuestos

polifendlicos (Paredes-Lopez et al., 2006).

En todo el mundo y especialmente en los paises en vias de desarrollo la
dieta se basa normalmente en el consumo de un cereal, por lo general maiz, sorgo
0 arroz, y de leguminosas, ya sean frijoles comunes o cualquier otra. Estos dos
tipos de alimentos han mostrado complementarse nutritivamente entre si debido a
la composicion de aminoacidos esenciales de cada componente. Las proteinas del
maiz son deficientes en lisina y triptéfano pero tienen cantidades considerables de

aminoacidos que contienen azufre (metionina y cisteina). Las proteinas de las



leguminosas son una fuente relativamente abundante de lisina y triptofano pero un

contenido bajo de aminoacidos azufrados. (Paredes-Lopez et al., 2006).

Del frijol sin cascara puede hacerse harina facilmente, similar a otras
harinas comerciales, incrementando asi las opciones para el consumo de frijol. El
tratamiento por calor puede ofrecer varios perfiles de sabor para incrementar la

preferencia del consumidor (Oomah et al., 2014).

2.2.2 Composicion quimica

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una fuente de proteina,
algunas vitaminas, minerales, y rico en carbohidratos complejos. Como otras
leguminosas, el frijol comin contiene numerosos compuestos bioactivos que
incluyen inhibidores de enzimas, lectinas, fitatos, oligosacaridos y compuestos

fendlicos.

Algunas de estas sustancias se han considerado como factores
antinutricionales debido a su efecto sobre la calidad de la dieta. Los inhibidores
enzimaticos pueden reducir la digestibilidad de proteinas y la lectina puede
disminuir la absorcibn de nutrientes, pero al ser termosensibles estos dos
compuestos tienen un minimo efecto después de la coccion (Vergara et al.,,,
2010).

Los carbohidratos son el componente mayoritario de las semillas de
leguminosas (55-65%), de esto, el almidon (22-45%) y fibra dietética o
polisacaridos diferentes del almidén (éstos incluyen todas las fracciones de
carbohidratos y fibra dietética: soluble e insoluble, pectinas, gomas,
hemicelulosas, inulina y otras) son los constituyentes mayoritarios. El frijol comin
contiene ademas oligosacéaridos los cuales estan relacionados con la incomodidad

y la flatulencia en quien los consume (Campos-Vega et al., 2009).



La fibra dietética tiene beneficios a la salud entre los que se incluyen su
efecto laxante, atenda los niveles de colesterol y glucosa en la sangre, e
incrementa la pérdida fecal de acidos biliares. Los polisacaridos distintos al
almidon son sustratos potenciales para la fermentacion en el colon ya que se trata
de un compuesto bifidogénico, es decir sustancias de los alimentos no digeridas
por las enzimas gastrointestinales y que tienen un efecto benéfico para el
organismo por estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de un niumero
limitado de bacterias colonicas capaces de producir acidos grasos de cadena
corta, como el acético, propionico y butirico (Campos-Vega et al., 2009; Granito et
., 2002).

El acido butirico es la principal fuente de energia para las células del
epitelio intestinal (Hague et al., 1996) y ha sido estudiado ampliamente ya que se
ha demostrado su efecto en la expresibn de genes, crecimiento celular y

diferenciacion en células animales (Furusawa et al., 2013).

Estudios previos demostraron que el frijol comun, variedades Negro 8025
y Bayo Madero contienen sustratos fermentables que previene el desarrollo de
cancer de colon a través de la modulacién de genes y proteinas involucradas en la

apoptosis, proliferacion, arresto al ciclo celular e inflamacion.

El Cultivar Negro 8025 disminuy6 el desarrollo de estadios tempranos de
cancer de colon inducido quimicamente en ratas, mientras que el cultivar Bayo
Madero mostré efecto quimiopreventivo para varios mecanismos moleculares en
células de adenocarcinoma de colon humano HT-29 (Vergara-Castafieda et al.,
2010); (Campos-Vega et al., 2010).

Cabe destacar que el frijol del cultivar Bayo Madero cocido mostré el
mayor rendimiento de polisacaridos y almidon resistente comparado con otras
variedades (Azufrado, Negro y Pinto) de consumo comun en México basados en
preferencias regionales (Vergara-Castafieda et al., 2010). La composicion quimica
de la variedad una variedad de frijol comun estudiada por de Almeida Costa et al.

(2006) se muestra en la tabla 1.



El contenido de proteina entre las especies de Phaseolus va del 20-30%
de su peso seco. Las proteinas que contiene el frijol son ricas en amino&cidos
como tirosina, lisina y prolina, y escasamente tript6fano, metionina y cisteina lo

gue es comun entre las leguminosas.

Tabla 1. Composicion quimica de frijol crudo

Frijol crudo
Proteinas 20.9+£1.49
Lipidos 2.49 £0.22
Cenizas 3.80 £ 0.27
Humedad 9.93+£0.42
Carbohidratos 54.3+£2.94
Fibra cruda 8.55+3.31

Los resultados estan expresados como porcentaje por 100
gramos de muestra seca, son el promedio de dos
experimentos independientes con dos repeticiones + el error
estandar. (de Almeida Costa et al. 2006)

Estas se encuentran distribuidas en el cotiledon (27 %), eje embrionario
(48%) y cascarilla (5%) (Bello-Pérez y Paredes-Lopez, 2009). Se ha reportado que
la baja disponibilidad de cisteina en frijol ha sido relacionada con su alto contenido
de polifenoles, estos compuestos especialmente durante tratamientos térmicos
pueden reaccionar con la proteina haciendo a este aminoacido biolégicamente no

disponible (Paredes-Lopez et al., 2006).



Por otra parte la lisina es el principal aminoacido deficiente en proteinas
vegetales, el frijol destaca por su alto contenido de éste, ya que satisface méas del
500% de los requerimientos en adultos y 150% en nifios segun la ONU/FAO/WHO
(Hutchins et al., 2012).

Vergara et al., (2010) reportaron que el contenido de proteina del frijol
comun cultivar Bayo Madero aumenta de 18.7 a 19.7% en el proceso de coccion
aunque varia segun el cultivar (Reyes-Moreno y Paredes-Lopez, 1993). El
contenido de proteina en la fraccidn no digerible de una muestra de frijol Bayo
Madero (fraccion del alimento que resiste la digestion y llega al colon) fue menor
que la encontrada en el frijol crudo y cocido y mostré gran digestibilidad lo cual
sugiere que la mayor parte de la proteina se digiere y posteriormente es altamente
biodisponible en el tracto gastrointestinal superior. (Vergara-Castafieda et al.,
2010).

Sus proteinas son la vicilina, legumina y la fitohemaglutinina. La vicilina
es un trimero de aproximadamente 150-190 KDa cuya unidad béasica es de 50
kDa, su estructura es una globulina 7S comunmente llamada faseolina (Rui et al.,
2011). Comprende de 3-5 subunidades y representa el 50% del total del contenido
de proteina, se ha reportado su punto isoeléctrico en el rango de pH de 4.7 a 5.9
(Yin et al., 2010). La legumina es una globulina de 11-12 S de 300-400 kDa,
consta de 6 subunidades unidas por puentes disulfuro y compuesta tanto por
aminoacidos &cidos y basicos. Cada subunidad puede dividirse en una unidad
acida de peso molecular de alrededor de 40 kDa y una unidad basica de 20 kD,
usualmente sedimenta con la vicilina mientras que la PHA se compone de
polipéptidos de 27-37kDa (Gepts y Bliss, 1986; Kohnhorst et al., 1990; Sathe,
2002).

Las propiedades térmicas de las proteinas son un factor de interés
debido a que el frijol contiene factores antinutricios y se necesita un tratamiento
térmico para inactivarlos. Las temperaturas de desnaturalizacion para las
proteinas del frijol reportadas estan en el rango de 84°C a 91°C. Las propiedades

térmicas de las proteinas de frijol afectan su funcionalidad (Rui et al., 2011).
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Se sabe que el consumo frecuente de frijol reduce la incidencia de
enfermedades cardiacas, diabetes, cancer de colon e hipertension (Ariza-Ortega
et al., 2014; Moijica et al., 2015). Se han reportado numerosos aislados de
proteinas de leguminosas tales como la soya y del frijol coman o bien producidos
durante la digestion gastrointestinal de los alimentos, que inhiben a la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) disminuyendo asi la presion arterial (Guzman-
Uriarte et al., 2013).

Se cree que el acido fitico inhibe la digestion de almidén ya que
estructuralmente el &cido fitico se une directamente al almidon por puentes fosfato
reduciendo la digestibilidad de este. Indirectamente el acido fitico podria unirse a
cationes tales como el Ca. Dado que la estabilidad de a-amilasa, incluyendo la
pancreatica, es dependiente de Ca, la falta de Ca disponible puede disminuir la
efectividad de la a-amilasa, reduciendo el indice de digestion del almidén lo que
podria resultar en una nutricion deficiente. El acido fitico también se une a grupos
negativamente cargados de proteinas, tales como a-amilasas tanto a pH neutro

como alcalino, reduciendo asi la digestion de almidon (Hutchins et al., 2012).

2.2.3. Compuestos bioactivos

Entre los alimentos que se consideran funcionales se han promovido
ampliamente a los alimentos con probioticos. Se ha observado que al enriquecer
un alimento probiético con carbohidratos como fructanos aumenta la sobrevivencia
de células bacterianas usadas como probiéticos (lactobacilos) en ambientes
acidos (Corcoran et al., 2005). Por otro lado se ha descrito una gran variedad de
péptidos bioactivos provenientes de diversas fuentes vegetales que si bien, tienen
efectos menos potentes que un farmaco, pueden tener un efecto acumulativo en
los tejidos y ejercer acciones preventivas, principalmente en enfermedades no
transmisibles, lo que les confiere un gran potencial como ingredientes funcionales

(Li-Chan, 2015) . Algunos oligosacaridos y compuestos fenélicos presentes en el
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frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) (tabla 2) se han asociado con la prevencion y/o
regulacion de enfermedades no transmisibles como obesidad, diabetes,
enfermedad coronaria y cancer (Zhu et al., 2012; Oomah et al., 2014).

El creciente interés en las propiedades nutracéuticas del frijol comun se
debe a que se ha comprobado que cuando su consumo es constante, éste ejerce
un efecto positivo en el metabolismo. La mayoria de las variedades de frijol tienen
un bajo indice glicémico en contraste con alimentos con indice glicémico alto como
arroz blanco y pan blanco que podrian elevar la glucosa pospandrial y como
resultado incrementar el nivel oxidativo, enfermedades cardiovasculares y cancer.
Estos efectos son atribuidos a varios fitoquimicos presentes en el frijol
principalmente asociado a compuestos fendlicos como las antocianinas, taninos y
flavonoides (Cardador-Martinez et al., 2002). Se ha demostrado que el consumo
de 40 gramos de frijol cocido al dia puede prevenir la formacion de tumores de

colon en modelos animales (Reynoso Camacho et al., 2007; Hutchins et al., 2012).

La cascara del frijol tiene un alto contenido de oligosacaridos (Campos-
Vega et al.,, 2009). Tales compuestos tienen la capacidad de estimular el
crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos en estudios in vitro y consecuente
produccién de acidos grasos de cadena corta como resultado de la fermentacion
de tales oligosacaridos se ha relacionado a su efecto prebi6tico (Roberfroid, 2001).

El extracto metandlico de la cascara de frijol negro ha mostrado actividad
antimutagénica y potencial efecto quimiopreventivo debido a su alto contenido en
compuestos fendlicos (Aparicio-Fernandez et al., 2006). Como lo resaltan
(Vergara-Castafieda et al., 2010) el incremento de compuestos fendlicos en el frijol
cocido podria atribuirse a la hidrdlisis térmica de los complejos formados por los
compuestos fendlicos y otros componentes como proteina y almidon en el frijol

crudo.
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Tabla 2. Contenido de oligosacaridos, fenoles totales y taninos condensados de de

frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) crudo, cocido y FND cultivar Bayo Madero

Oligosacéaridos  Fenoles Taninos

Rafinosa Estagquiosa Verbascosa totales totales condensados

(mg/ g muestra seca)

(l;ﬂjgé 12.3+0.1° 429+0.1° 4.6+0.1° 59.6 + 0.2° 0.7+0.1° 7.4+0.1°
Frijol +09° +012 +01P +0oP +01° +01°

cocido 10.4+0.2 43.3+0.1 21+01 55.8+ 0.2 1.0+0.1 89+0.1
FND 1.5+0.1° 13.8+0.1° 0.5+0.1° 15.8+0.1° 13.8+0.7% 14.0+0.1%

8FND: fraccién no digerible. Letras diferentes en cada columna expresan diferencias significativas (a00.05) por la
prueba de Tukey.bLos resultados son el promedio de dos experimentos independientes con duplicado + el error
estandar.® Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes con duplicado + el error
estandar. Vergara et al., ( 2010)

2.2.3.1. Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son excelentes antioxidantes y fueron
efectivos contra la proliferacion de cancer de colon, pecho y préstata. Ademas se
ha sugerido que los flavonoides extraidos de frijol negro reducen el dafio al higado

en modelos animales (Oomah et al., 2014).

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo de micronutrientes
presentes en productos vegetales, constituidos por anillos aromaticos, con uno o
mas grupos hidroxilo incluyendo derivados funcionales como ésteres, metil
esteres, glicosidicos, etc. La capacidad antioxidante es uno de los mecanismos
mas importantes de prevencion o retraso del inicio de la mayoria de las
enfermedades no transmisibles incluyendo cancer, enfermedades coronarias,

arteriosclerosis entre otras. Se ha demostrado que pueden inhibir el crecimiento
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de células cancerigenas y poseen actividad antimutagénica (Cardador-Martinez et
al., 2002; Vergara-Castarieda et al., 2010)

Se propone por en estudios hechos in vitro e in vivo que los compuestos
fendlicos de frijol negro pueden tratar, prevenir y o inhibir el crecimiento de células
cancerigenas o de mama, prostata, colon, higado, leucemia, ademas de inhibir la
sintesis de colesterol (reduciendo la oxidacion de LDL), reduce los sintomas e
absorcion de calcio en mamiferos postmenopausticos y previene enfermedades
cronicas como la cirrosis en modelos animales (Gutierrez-Uribe et al., 2005). Estos
efectos benéficos resultan de la sinergia potencial entre los compuestos fenélicos
(antocianinas, flavonoides, proantocianidinas, flavonas) y otros fitoquimicos
(saponinas, lectinas, fitoesteroles) en frijol negro o en sus extractos de cascara
(Chavez-Santoscoy et al., 2013). Los compuestos fendlicos se concentran en la
cascara por lo que el frijol sin cascara contiene una menor cantidad de estos
(Oomah et al., 2005).

2.2.3.1.1. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no
energética de la dieta humana. Contienen en su estructura quimica un numero
variable de grupos hidroxilo fendélicos. Estos compuestos poseen propiedades de
qguelacién del hierro y otros metales de transicion lo que les confiere una gran
capacidad antioxidante. Por ello desempefian un papel esencial en la proteccion
frente a los fenébmenos de dafio oxidativo, y tiene efectos terapéuticos en un
elevado numero de patologias. Diversos autores han reportado que los
flavonoides son los compuestos fendlicos principales del cotiledon como de la

cascarilla (Cardador-Martinez et al., 2002).

En el caso de la cascara de frijol koreano se ha demostrado su potencial
como inhibidor de tumores. Se sabe que este frijol cuenta con una alta cantidad de

flavonoides en la cascara de variedades pigmentadas encontrandose que la
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cascara de frijol demostrd inhibir la proliferacion e indujo apoptosis celular en
células HT-29; éstos efectos concordaron con la activacion de AMPK (AMP-
activated protein kinase por sus siglas en inglés), asi también se observd un
incremento en la expresion de proteinas antitumorales p53, p21 y caspasa 3. La
activacion de AMPK también muestra activacion por selenio tanto in vivo como in
vitro (Lee et al., 2009).

La alta ingesta de flavonoides provenientes del frijol, particularmente
kaempferol, tienen una alta biodisponibilidad, lo que se asocia con el indice de
masa corporal y podria reducir el riesgo de enfermedad cerebrovascular, ademas
contribuye a mejorar la biodisponibilidad del hierro (Bonetti et al., 2007). La
remocién de la cascara y la consecuente remocion de polifenoles del grano entero
llevan a un decremento en la absorcion de hierro en humanos (Oomah et al.,
2014). El contenido de flavonoides y el flavonol son mejores indicadores de la

actividad antioxidante mas que de la actividad antiradical (Oomah et al., 2005).

2.2.3.1.2. Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios de plantas que existen en
una amplia variedad de leguminosas. Son moléculas anfipaticas que contienen
una aglicona triterpenoidea y carbohidratos unidos por enlaces éter y éster a uno o
mas sitios de glicosilacion. Las saponinas se han detectado en cantidades
significativas en tejidos de frijol negro (Guajardo-Flores et al., 2012). Las
saponinas se dividen en grupos de acuerdo a su estructura.: el grupo A
corresponde saponinas que tienen grupos glicosil en las posiciones C-3 y C-22 de
la aglicona mientras que las saponinas del grupo B estan glicosiladas solo en la
posicion C-3 y en la posicion C-22 tienen un grupo hidroxilo. Las saponinas del
grupo B también estan presentes en plantas como conjugados de 2,3- dihidro-2,5-
dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona (DDMP) en el C-22- Las saponinas incrementan

los esteroides fecales y disminuyen colesterol en sangre (Yoshiki et al., 1998). El
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contenido total de saponinas correlaciona con la inhibicion de la solubilidad del
colesterol micelar. Hay reportes que sugieren el uso de saponinas para la
solubilizacion compuestos débilmente solubles en agua en los cuales se observa
el efecto en la reduccién de la formacion de micelas de colesterol (Cohn et al.,
2010; Chavez-Santoscoy et al., 2013).

2.2.3.1.3. Antocianinas

Las antocianinas son compuestos que contribuyen a la coloracién de la
semilla de frijol comun, especialmente en variedades obscuras. Se ha reportado
gue tienen efecto antiproliferativo en la sobrevivencia de adenoma de colon, en
especial la quercetina y se propuso que actian induciendo el arresto al ciclo
celular y apoptosis en lineas celulares de cancer de colon humano (Aparicio-
Fernandez et al., 2006). Estos compuestos disminuyen con el almacenamiento y

tratamiento térmico (Aparicio-Fernandez et al., 2005).

2.2.3.1.4. Taninos condensados

Los taninos condensados son compuestos fendlicos hidrosolubles con un
peso molecular comprendido entre 500 y 3000 Daltons (D). Estos compuestos
tienen una gran cantidad de grupos hidroxilo, entre otros grupos funcionales

capaces de unirse a proteinas y otras macromoléculas (Oomah et al., 2005).

2.2.3.2. Fibra

El almidon del frijol coman tiene efecto analogo al de la fibra dietética ya

que no es degradado por las enzimas digestivas del hombre, llega intacto al
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intestino grueso donde es fermentado y brinda sus beneficios al organismo. El
almidon resistente presente en el frijol comdn se incrementa después de

someterse a un proceso térmico (Osorio-Diaz et al., 2003).

Todas las variedades de frijol contienen una tasa alta de almidén de lenta
y de rpida digestibn en comparacién con otras comidas ricas en almidon. En
general, el frijol contiene del 30-40% de amilosa, un polimero lineal de unidades

de glucosa, mientras que otros almidones contienen solo del 20-30% de amilosa.

Los almidones con mas del 30% de amilosa pueden ser de digestion
rapida o bien almidon resistente, dependiendo del contenido de amilosa y del
tratamiento hidrotérmico aplicado al alimento. El frijol también contiene una
cantidad substancial de almidén resistente, considerado como fibra dietética
(Hutchins et al., 2012). Este tipo de almidén se define como cualquier almidon que
resista la digestion por la amilasa en el intestino delgado y que pasa hacia el
intestino grueso para ser fermentado por la microbiota (Noah et al., 1998). El
almidon de lenta digestion se asocia con la reduccion el indice glicémico y la
disminucién de los niveles de glucosa pospandrial en comparacion con los
almidones de rapida digestion. Esta respuesta glicémica atenuada puede
beneficiar a individuos con resistencia a la insulina y a individuos con diabetes
(Hutchins et al., 2012).

2.2.3.3. Péptidos

Una consecuencia intrinseca de la digestion de las proteinas es su
fragmentacién en péptidos ya sea en el tracto digestivo o bien previo a su ingesta
(Segura-Campos et al., 2014; Luna-Vital et al., 2015). Los hidrolizados de proteina
se usan para obtener fracciones de la misma y péptidos bioactivos, los cuales son
cadenas pequeiias de aminoacidos (de 2 a 15), éstos se han aislado de fuentes
animales y vegetales (Megias et al., 2004). Los que provienen de fuentes

vegetales muestran  diversos efectos biologicos como propiedades
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antihipertensivas, opioides, antioxidantes, anticolesterolémicas, antimicrobianas,
antitrombdtica, anticancerigenas e inmunomoduladoreas (Shahidi y Zhong, 2008).
Lo anterior hace de los vegetales una fuente atractiva para la extraccion de

péptidos bioactivos, particularmente en el sector de alimentos y farmacéutico.

Las proteinas de origen vegetal son de particular interés y las
leguminosas tienen un potencial prometedor debido al alto contenido de proteina y
las diversas actividades fisiologicas benéficas que tienen en el organismo,
incluyendo el efecto antihipertensivo (Roy et al., 2010). Un ejemplo de la
funcionalidad de los péptidos lo muestran (Torruco-Uco et al., 2009) quienes
evaluaron la actividad antioxidante y antihipertensiva de los péptidos obtenidos de
la hidrdlisis de proteina de Phaseolus vulgaris L. con las enzimas Alcalasa® y
Flavorzima®. Desde el punto de vista de la comercializacion la mezcla de
péptidos, y no sélo uno de éstos, deberia usarse como ingrediente en alimentos
funcionales. (Wu y Ding, 2001) observaron el efecto antihipertensivo de péptidos
derivados de proteina de soya en ratas hipertensas y (Valdez-Ortiz et al., 2012)
encontraron buena capacidad antioxidante en hidrolizados de frijol comun asi

como un buen balance de aminoacidos aroméaticos y aminoacidos esenciales.

2.2.4. Factores antinutricios

2.2.4.1. Inhibidores de tripsina

Los inhibidores de proteasas presentes en las leguminosas protegen a
las semillas del ataque de depredadores (Kansal et al., 2008). Estos compuestos
pueden por tanto, impactar el valor nutricional debido a que inhiben a enzimas
secretadas por el pancreas lo que resulta en una pobre digestion de proteinas y
por tanto afecta el crecimiento de los organismos que las ingieren. Los inhibidores
de proteasas pueden pertenecer a dos familias: Kunitz y Bowman-Birk, este altimo

es el que esta presentes en el frijol comun (Lajolo y Genovese, 2002). El efecto de
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tales compuestos en el crecimiento de los organismos no solo es resultado de la
inhibicion de la digestion ya que también se ha observado tal efecto en
organismos alimentados sélo con aminodacidos. Los inhibidores de tripsina causan
hipertrofia e hiperplasia del pancreas y por tanto hipersecrecion de enzimas
digestivas. Lo anterior conduce a la pérdida de proteinas enddgenas ricas en
azufre, la tripsina y la quimiotripsina, lo cual inhibe el crecimiento ya que las
leguminosas son deficientes en aminoacidos azufrados. Los inhibidores de tripsina
suprimen la regulacion por retroalimentacion negativa de la secrecién pancreatica
al incrementar la liberacion de la hormona colecistoquinina de la mucosa intestinal
(Guillamén et al., 2008).

Entre los métodos por los cuales se reduce el contenido de inhibidores
de tripsina el proceso de extrusion a alta presion y temperatura es el Unico que ha
mostrado ser 100 % efectivo en la destruccién de inhibidores de tripsina, aunque
la destrucciéon térmica de tales compuestos depende de la temperatura, tiempo,
tamafio de particula y condiciones fisicas del producto (Rackis et al., 1986).

También se ha visto que la combinacién de altas presiones hidrostaticas,
tiempo de tratamiento y temperatura afectan la estructura de la proteina,
probablemente al romper los enlaces covalentes (disulfuro) y no covalentes

(i6nicos, puentes de hidrégeno, hidrofébicos) (Guerrero-Beltran et al., 2009) .

2.2.4.2. Lectinas

Las lectinas al igual que los inhibidores de tripsina son proteinas de
auto-defensa de las plantas. Se conoce que causan inflamacion intestinal cuando
se consumen leguminosas sin tratamiento térmico (Ghosal et al., 2011). El frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) contiene cuatro tetrameros de lectinas (también
llamadas fitohemaglutininas) consistentes en combinaciones de subunidades E
(eritroaglutinina) y L (leucoaglutinina). El intestino delgado de los mamiferos esta

recubierto por vellosidades altamente glicosiladas con N- y O- oligosacaridos
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producidos por eritrocitos. Se sabe ademas que la glicosilacion de transportadores
en las vellosidades del intestino es importante en la absorcion de colesterol,
algunas vitaminas, hierro y aniones (Ghosal et al., 2011; Wang et al., 2011). Se
conoce también que los glicanos de las proteinas de membrana que actian como
transportadores, enzimas, hormonas o receptores de factores de crecimiento
actian como reservorios de factores de crecimiento externos, hormonas y
bacterias, las lectinas exdégenas u otra proteina que se una a carbohidratos puede
interferir con los eventos de sefializacion importantes. Las fitohemaglutininas
pueden, por tanto, dafiar el intestino ya que ademas de interferir con los procesos
ya mencionados presentan una alta resistencia a la degradacién por enzimas

digestivas (Ogawa y Date, 2014).

2.2.4.3. Acido fitico

El acido fitico es un compuesto ciclico (1, 2, 3, 4, 5, 6-hexacis
dihidrégeno fosfato mioinositol) es una forma comun de almacenamiento de
fésforo en semillas (Guttieri et al., 2004). Como resultado de tener cargas
negativas incluso a rangos amplios de pH presenta una alta afinidad al ligamiento
de iones metalicos tales como calcio, zinc y hierro (Figura 2). Lo anterior interfiere
con la absorcion de tales minerales en el intestino delgado y tiene por tanto
efectos adversos en diversos procesos metabdlicos (Shamsuddin et al., 1996).
Ademas el acido fitico forma complejos con proteinas y almidén lo que resulta en
la baja digestibilidad de dichos nutrimentos. El fésforo del acido fitico no esta
disponible para su absorcién por animales monogastricos. A pesar de sus efectos
adversos también ha mostrado ser un antioxidante y tener efecto

guimiopreventivo en cancer colorectal (Makkar et al., 2007).
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Figura 2. Estructura del é&cido fitico y su

interaccidn con iones metalicos (Makkar et al.,
2007)

2.3. Sustitutos de leche

Los sustitutos de leche preparados a partir de fuentes vegetales son
extractos acuosos de leguminosas, oleaginosas, cereales o pseudocereales que
en apariencia se asemejan a la leche de vaca (Makinen et al., 2015). Hay una
amplia variedad de bebidas tradicionales preparadas de fuentes vegetales
alrededor del mundo tal es el caso de la horchata de chufa en Espafia, el sikhye
una bebida de arroz cocido extracto de malta y azucar en Korea, boza una bebida
fermentada de trigo y maiz que se consume en Bulgaria, Albania, Turquia y
Rumania, o la conocida leche de soya originaria de China. Es ésta ultima la mas
conocida y consumida ya que ademas del rapido crecimiento de su mercado,
segun la FDA desde 1999, su consumo puede disminuir el riesgo de
enfermedades coronarias lo que provocé que se introdujesen mas de 2700 nuevos

productos de soya al mercado (Patisaul y Jefferson, 2010; Makinen et al., 2015).

Las razones para consumir sustitutos de leche son varias, la principal es
la intolerancia a la lactosa, alergia a la leche de vaca, fenilcetonuria, altos niveles
de colesterol, o bien, cambios hacia estilos de vida vegetarianos/veganos,

preocupacion por los residuos de hormonas del crecimiento y antibiéticos en la
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leche de vaca (Santos et al. 2014). La intolerancia a la lactosa varia entre grupos
étnicos, por ejemplo, sélo el 20% de los europeos caucasicos y sus descendientes
presentan dicha intolerancia, pero la mayor prevalencia se encuentra entre los
hispanos y negros (50-80%) y casi el 100% de los asiaticos y nativos americanos.
Varias bebidas preparadas a partir de soya, arroz, trigo y maiz podrian tener
potencial en el mercado debido a la creciente demanda de substitutos de la leche
de vaca. (Bernat et al., 2014). Las bebidas preparadas con leguminosas que
existen en el mercado contienen de 1.5 a 3.0% de proteina y su perfil de
aminoacidos esenciales, excepto por la metionina, es similar al de la leche de vaca

(Jiménez-Martinez et al., 2003).

En China, es comun el consumo de sustitutos de leche de soya cuya
produccion se ha extendido ampliamente a Occidente. La leche de coco se
consume abundantemente en el sureste asiético, a ésta se le atribuye la reduccion
de niveles de colesterol LDL y aumento en los niveles de colesterol HDL en
poblacion de Sri Lanka, India, Filipinas e Indonesia (Ekanayaka et al., 2013). La
avena es otro cereal que se ha usado para preparar sustitutos de la leche de vaca
que ademas se usa como alimento probiético cuando se inocula con cultivos
lacticos (Bernat et al., 2014).

2.3.1. Pre-tratamientos, extraccion y produccion

Previo a su preparacion el material vegetal puede o no recibir un pre-
tratamiento como descascarillado, remojo, tostado y escaldado (para inactivar
inhibidores de tripsina y lipooxigenasas). Tradicionalmente estas bebidas se
preparan moliendo el material vegetal y obteniendo asi la suspensién que
posteriormente se filtra para remover particulas grandes (Lee y Rhee, 2003;
Deshpande et al.,, 2008). Aunque con algunas variantes los procesos industriales
modernos son en esencia igual al tradicional: EI material vegetal se remoja y se

realiza una molienda hiumeda o bien el material se muele en seco y se mezcla el
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harina con agua para extraer el material soluble. El residuo de la molienda se
separa por filtracion o decantacién. Dependiendo del producto, su estandarizacién
y/o la adicién de otros ingredientes (azucar, aceite, estabilizantes, saborizantes,
aislados proteicos, etc) el producto se homogeniza y pasteuriza para mejorar la

estabilidad de la suspension y disminuir la carga microbiana (Diarra et al., 2005).

Cabe sefalar que el paso de extraccion tiene un efecto considerable en
la composicion del producto resultante ya que la mayoria de las proteinas de
leguminosas y cereales tienen un punto isoeléctrico debajo de pH 5. Teniendo en
mente lo anterior la extraccibn a pH alcalino incrementaria la extraccién de

proteina pero tendria que neutralizarse en un paso posterior (Aidoo et al., 2012).

2.3.2. Formulacion, aditivos y fortificacién

Los ingredientes que se afaden a los sustitutos de leche incluyen
vitaminas y minerales que se utilizan para fortificar el producto, edulcorantes,
saborizantes, sal, aceites y estabilizantes. Debido a que la estabilidad de la
suspensién es un paso importante en los sustitutos de leche se usan hidrocoloides

para aumentar la viscosidad de la fase continua (Deshpande et al., 2008).

La adicion de nutrimentos en sustitutos de leche es necesaria para
asegurar la calidad nutricional del producto, éstos deben de ser biodisponibles y
estables y ademas no influir en la calidad del mismo (Zhao et al., 2005;
Pathomrungsiyounggul et al., 2010). La estabilidad de las vitaminas esta
influenciada por varios factores y el procesamiento puede reducir su
concentracion. En cuanto al enriqguecimiento mineral se corre el riesgo de que los
iones metalicos interaccionen con otros componentes del producto. Para lo
anterior se recomienda el uso de secuestrantes tales como el acido citrico. En los
sustitutos de leche se usan normalmente una sal de hierro y una sal de calcio,
comunmente carbonato y fosfato de calcio (Kaushik et al., 2014; Zhao y Shah,

2014). El interés en el consumo de calcio se debe a que la ingesta de dicho
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mineral contribuye a la salud 6sea. Aun cuando los productos lacteos
proporcionan alrededor del 70 % de la ingesta diaria recomendada de calcio, ésta
aun es deficiente, por tal razon se han fortificado con calcio un gran namero de
alimentos para asegurar asi el adecuado consumo de calcio en la poblacion,
especialmente en quienes llevan una dieta vegana o que tienen aversion a los
lacteos, ya que su consumo de calcio tiende a ser menor que el del resto de la
poblacidn. Es entre esta poblacion donde ha crecido el consumo de bebidas de

soya y de otras fuentes vegetales (Heaney et al., 2000)

2.3.3. Hidrocoloides

La goma xantana (GX) es un hidrocoloide con mayor numero de
ramificaciones (y de mayor tamafo) que otros tipos de gomas, lo cual significa que
puede formar una gran cantidad de puentes de hidrogeno y asi lograr el
incremento en la viscosidad. El efecto estabilizador de la goma xantana se
atribuye a su habilidad para incrementar la viscosidad de la fase continua, reducir
la motilidad de las gotas de emulsion y asi minimizar la agregacion y coalescencia
de las micelas (Makri y Doxastakis, 2006; Traynor et al., 2013).

La carboximetil celulosa (CMC) se ha usado en algunos trabajos en
bebidas lacteas, de soya o jugos. La concentracion en que se usa depende del
contenido de solidos solubles contenidos en la bebida, asi, los productos que
contienen grandes cantidades de sélidos solubles son generalmente viscosos y
requieren poca cantidad de CMC. Por el contrario se necesitaria una mayor
cantidad de CMC para impartir textura en productos con pocos sélidos solubles

(Akkarachaneeyakorn y Tinrat, 2015).

2.3.4. Fortificacion de sustitutos de leche
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Las bebidas se enriquecen usualmente con diferentes vitaminas y
minerales en especial después de un tratamiento térmico. En los ultimos afios ha
crecido el interés en compuestos liposolubles tales como la vitamina A y la
vitamina E debido a los efectos benéficos que aportan a la salud y ademas, en el
caso de las bebidas, podrian jugar un papel antioxidante en la misma (Zhao y
Shah, 2014). Por ejemplo, las vitaminas antioxidantes pueden minimizar los
efectos de la oxidacion sobre los lipidos al atrapar radicales libres que podrian dar
lugar a reacciones de oxidacion y degradacion de los nutrientes durante el periodo
de almacenamiento, en este sentido los &cidos grasos insaturados como el 4cido
linoleico (C18:2) son especialmente sensibles a la oxidacién y consecuente
desarrollo de sabores desagradables en el producto (Zhang et al., 2007).

El acido linoleico conjugado (ALC) describe a los isomeros del acido
linoleico (C18:2, C9,C12) mismo que contiene dos dobles enlaces que pueden
tomar tanto configuracién cis como configuracion trans, entre éstos los que han
mostrado estar asociados a efectos benéficos a la salud son C9, t11 y t10, c12-
ALC. Al igual que otros acidos grasos insaturados y sus metabolitos el ALC se ha
propuesto como un agente contra la inflamacién(Yang et al., 2015). A mediados de
la década de 1980 se observo que el ACL inhibia la neoplasia quimicamente
inducida en ratones. A tal estudio siguieron otros que identificaran en dicho
compuesto una serie de efectos benéficos biolégicamene incluyendo pérdida de
peso, alteracidbn de la composicion corporal, cancer, incremento de la funcion
inmune e inflamacion. El efecto antiobesogénico, anticarcinogénico, anti-
inflamatorio y antidiabético se han descrito en estudios en animales (Viladomiu et
al., 2015).

La vitamina D es liposoluble y para la fortificacion se usa normalmente
vitamina D, o D3 y se ha reportado que su estabilidad no se ve afectada por la
coccion o produccion de alimentos, sin embargo la exposicion de ésta a la luz
provoca pérdidas en el contenido de la misma en leche; la exposicién al aire no
afecta su estabilidad (Renken y Warthesen, 1993). (Tangpricha et al., 2003)

reportaron que la vitamina D3 es mas biodisponibles que la vitamina D,.
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La vitamina A es poco soluble en agua e inestable durante el
procesamiento y almacenamiento de los alimentos ya que su estructura quimica,
la cual contiene varios dobles enlaces, es susceptible a la degradacion. Ademas
su estabilidad también se ve afectada si el pH es menor a 5.0. Algunos elementos
traza como hierro y cobre aceleran su degradacion (Gundersen y Blomhoff, 2001).
Es por lo anterior que en la industria se emplean ésteres de vitamina A tales como
palmitato o acetato de retinol para la fortificacion de alimentos (Andrés et al.,
2014)

La fortificacién con DL-a-tocoferil acetato u otras formas de vitamina E
también es comun en la produccién de alimentos funcionales. El a-tocoferol tiene

el potencial biolégico mas alto entre los isémeros aq, B, yy & (Andrés et al., 2014)

La ingesta de calcio es esencial para desarrollar y mantener la salud
Osea. El calcio esta presente en grandes cantidades en productos lacteos
(Guéguen y Pointillart, 2000). Aun cuando en el frijol comun esta presente (620
mg/Kg (Alonso et al., 2001) seria necesario fortificar una bebida de frijol con este
mineral si se desea que tal bebida fuese una fuente de calcio alterna a los lacteos.
(Zhao et al., 2005) compararon la biodisponibilidad de este mineral entre dos sales
de calcio usadas comunmente para fortificacion de alimentos, el fosfato tricalcico y
el carbonato de calcio y concluyeron que la biodisponibilidad de éste ultimo en la
leche de soya es muy similar al calcio presente en la leche de vaca. Algunos
componentes en la leche de soya, como el fitato, podrian interferir con la
absorcién del calcio (Pathomrungsiyounggul et al., 2010). Teniendo lo anterior en
mente un sustituto de leche fortificado con calcio podria ser también una buena

fuente del mismo.

2.3.5. Homogenizacién, estabilidad de la suspension y pasteurizacion

Las particulas insolubles presentes tales como proteina, almidon, fibra y

material celular al ser mas densas que el agua sedimentan lo cual resulta en una
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sensacién arcillosa. Lo anterior hace necesario el uso de agentes estabilizantes
(hidrocoloides) y emulsificantes que ademas de suspender tales particulas
mejoren la consistencia del producto. La reduccion en el tamafio de particula del
material vegetal también contribuye a una mejor estabilidad de las bebidas (Hinds
et al.,, 1997). Cuando las proteinas se desnaturalizan, resultado del tratamiento
térmico, los aminoacidos no polares se exponen a la fase acuosa y dan por
resultado interacciones proteina-proteina que pueden resultar en gelificacion y
asentamiento de las mismas. La estabilidad térmica de las proteinas depende del
pH y de la presencia de otros materiales como carbohidratos y iones metélicos
(McSweeney et al., 2004).

La homogenizacion mejora la estabilidad de los sustitutos de leche al
romper los agregados y disminuir el tamafio de las gotas de grasa. Cuando se
homogenizan los lipidos presentes, se forma una emulsién que resulta en un
producto cremoso. Se ha usado homogenizacion a presiones de 20 MPa en
sustitutos de leche de soya, cacahuate y arroz (Makinen et al., 2015).

El proceso de pasteurizacion a temperaturas debajo de 100 °C destruye
microorganismos de tal manera que permite una vida de anaquel de
aproximadamente una semana a temperatura de refrigeracion (Kwok y Niranjan,
1995).

2.3.6. Ejemplos de sustitutos de leche y su produccion

Las bebidas nutracéuticas representan uno de los mercados que mas
rapido crecen anualmente con una tasa de 13.6% a nivel mundial entre 2002 y
2007 (Heckman et al., 2010). El principal criterio de aceptacion de estas bebidas
fue el sabor (Reyes-Moreno et al., 2012). Jiménez-Martinez et al. (2003) usaron un
tratamiento de NaHCOg3 para disminuir el sabor de Lupinus para la preparaciéon de
un producto prebidtico. Hay que resaltar que el consumo de bebidas analogas a la

leche de vaca se ha relacionado con deficiencia nutrimental en nifios pequefos,
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principalmente debido a la carencia de proteina en las bebidas preparadas a partir
de arroz y de almendras (Le Louer et al., 2014). La soya es el material que mas se
ha usado en la preparacion de sustitutos de leche de vaca, aunque también se ha
propuesto al género Lupinus como un posible sustituto para la soya en la

preparacion de suficiente atencion (Jiménez-Martinez et al., 2003).

Reyes-Moreno et al.,, (2012) prepararon una bebida a partir de
combinaciones de harinas extrudidas de frijol y maiz. Para su elaboracion las
semillas se remojaron previamente en soluciones salinas para disminuir el tiempo
de coccion y los niveles de factores antinutricios antes del proceso de extrusion y
de seguir con el proceso. El resultado final fue una mezcla de harinas con alta
actividad antioxidante que se us6 en la preparacion de una bebida con sabor a
vainilla que obtuvo una aceptaciéon del 89 correspondiente a “Me gusta
extremadamente” en una escala heddnica. Existen numerosos estudios acerca de
bebidas preparadas a partir de cereales, nueces y semillas a los cuales se
inoculan bacterias acido lacticas y se consumen solos o bien se utilizan para
preparar o para enriquecer alimentos tipo yogurth o temphe (Granito et al., 2004;
Coda et al., 2012).

Omueti y Ajomale, (2005) reportaron la elaboracién de leche de soya y
maiz amarillo (rico en B-carotenos) con el siguiente proceso: los granos de maiz
de reciente cosecha y cotiledones de las semillas de soya en una proporcion de
1:3 (maiz:soya). La mezcla se remojo de 16-17 horas, se escurrié el agua y se
hirvieron (1:3, semillas:agua). Las semillas se blanquearon durante 15 minutos,
después de este tiempo se transfirieron a agua fria, se descascarillaron y
escurrieron. La mezcla de soya-maiz (300g) se molié y la lechada resultante se
mezcl6é con agua, los grumos se deshicieron para que el proceso de filtrado fuese
rapido. Se agrego agua al liquido que se colecto, se colo y el filtrado se colecto
(1.5 litros). El filtrado se hirvié durante 8 minutos, se colé nuevamente y se enfrié a
temperatura ambiente. Este producto tuvo un contenido de alrededor de 25% de
proteina y 2.89% de carotenoides totales, cabe destacar que dicho producto

estaba dirigido hacia una poblacion nigeriana de con carencia de fuentes de
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vitamina A donde la principal preocupacion era el desarrollo de xeroftalmia en
nifos.

También se han realizado estudios sobre formulaciones de sustitutos de
leche vegetal en polvo para reconstituir, tal es el caso de (Aidoo et al., 2010)
quienes usaron cacahuate (Arachis hypogaea) y caupi (Vigna unguiculata), es
decir, la mezcla de una semilla oleosa y una leguminosa cuya combinacion resulta
en un producto de alto valor nutrimental. En este estudio ademas de los procesos
comunes a todos los preparados de sustitutos vegetales de leche, se us6 una
solucién al 2% de NaHCOg3 para disminuir el sabor a leguminosa; también se usé
un extracto de arroz malteado para obtener amilasas para hidrolizar el almidén
presente y asi asegurar que la consistencia fuese semejante a la de la leche de

vaca. Posteriormente el producto se seco y se pulverizé.

Otra semilla oleaginosa que ha tomado gran popularidad en la
preparacion de sustitutos de leche es la almendra, aunque esta semilla contiene
188 tipos diferentes de proteinas, la amandina es la proteina mayoritaria y
pertenece a la familia de las globulinas 11S y es estable después de tratamientos
y puede desencadenar una respuesta alérgica como lo observaron (Dhakal et al.,
2014) quienes evaluaron el impacto de la alta presion hidrostatica en la
inmunoreactividad de la leche de almendra. Para la produccion de dicha bebida se
report6 el siguiente proceso: las almendras se remojaron una noche en 600 ml de
agua a 4°C, se drenaron, enjuagaron, se determiné el agua absorbida y se les

retir6 cascara. Las almendras sin cascara se molieron con nueve partes de agua.

La mezcla se filtré primero en una tela de poro abierto y después se usé
una malla mas fina (180 um). El filtrado resultante se diluyé hasta 500 ml. Una
parte de las muestras se sometié a tratamiento térmico mientras que otra parte se
sometio al tratamiento de alta presion hidrostatica. Después del tratamiento de alta
presion no se pudo detectar la amandina por técnicas inmunologicas a diferencia
de las muestras que se trataron térmicamente que, salvo en dos tratamientos, en

general no mostraron reduccion en la inmunoreactividad.
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No solo las nueces y las leguminosas se han usado como ingredientes
de sustitutos de leche, sino también cereales como el arroz o la avena. Tal es el
caso de (Koyama y Kitamura, 2014) quienes obtuvieron lechadas de arroz blanco
o arroz integral mediante la molienda hiumeda de dichos granos previamente
remojados. La leche de arroz se defini6 como la mezcla de la lechada mas agua
en una relaciéon de 1:9 (sélido:liquido). Se reportan tamafios de particula menores
de 20 um usando tres molinos de piedra con superficie de contacto de 38, 111y
207 cm?. La evaluacién sensorial fue la mas alta (55.6%) cuando se usé 0.3% de
goma xantana para aumentar la viscosidad e impedir la asentamiento (se necesitd

un minimo de 0.1 % para estabilizar la lechada).

Bernat et al., (2014) usaron un avena para la formulacion de un sustituto
de leche fermentado con un microorganismo probidtico. Su elaboracion consistio
en el remojo y molienda de la avena (Avena sativa L.) en una proporcién de 8:100
(avena: agua; peso/volumen) para asegurar la extraccion de los 3-glucanos y su
subsecuente fermentacion, que ademas tienen propiedades espesantes Yy
gelificantes que mejoran la consistencia del producto. Se usé un equipo disefiado
especificamente para la produccion de leches vegetales (Starsoja de
Farmanutrients Labs). Se usaron tres ciclos de molienda humeda a 90°C durante
20 minutos; el liquido obtenido se homogenizé durante 3 minutos a 13 500
rom/min y finalmente se esterilizé6 a 121°C durante 15 min y se continué con el

proceso de fermentacion.

(Ukwuru y Ogbodo, 2011) elaboraron una bebida de la juncia avellanada
o chufa (Cyperus esculentus), un tubérculo comestible alto en fibra dietética, 7%
de proteina y 86% de almidén. Evaluaron los diferentes tratamientos térmicos con
el fin de estandarizarlos; el producto triturado se sometidé a un tratamiento térmico
y después se inoculd con Streptococcus thermophillus como microorganismo
indicador y Lactobacillus bulgaricus como microorganismo fermentador.
Posteriormente se hizo una molienda hiumeda y se col6 para separar la lechada.
Las condiciones con mejores resultados en cuanto a estabilidad e inocuidad

fueron las que posterior al embotellado se esterilizaron a 145°C durante 14
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segundos y aquellas que después de un precalentamiento de 50°C durante 30
minutos se esterilizaron a 130°C durante 10 segundos.

Mas recientemente (Pineli et al., 2015) usaron quinoa en la preparacion
de un sustituto de leche. 100 g de quinoa se mezclaron con agua (1:7) y la mezcla
se cocio en autoclave a 112 °C por 30 minutos. Los granos cocidos se molieron 6
minutos y se agregaron a-amilasas termoestable (3 ml/kg de almidén) durante una
hora a 60 °C. Siguid un proceso de ebullicidbn por 15 minutos y enfriamiento a 40
°C. LA bebida se filtr6 y se agregoé aceite de girasol (1% p/p de quinoa), se mezclé
6 minutos, la bebida se embotelld, se pasteurizé a 65 °C durante 30 minutos y se
enfrié a 4 °C en bafio de agua-hielo. Se probaron varias concentraciones de sales,

y soluciones acidificadas para mejorar la extraccién de proteinas.

Aln cuando no hay legislacion exclusiva para estos productos, los
sustitutos de leche de entrarian en la observancia de la Norma Oficial Mexicana
NOM-218-SSA1-2011 Productos y servicios. Bebidas saborizadas no alcohdlicas,
sus congelados, productos para prepararlas y bebidas adicionadas con cafeina,
define que una bebida no alcohdlica con modificaciones en su composicion, a
aquellas bebidas a las que se les disminuyen, eliminan adicionan uno o0 mas
nutrimentos, tales como hidratos de carbono, proteinas, lipidos, vitaminas,

minerales o fibras dietéticas.

2.4. Extrusion

Varios procesos en la preparacion de los alimentos son usados para
mejorar la biodisponibilidad nutrimental, la densidad nutrimental, la inocuidad, la
estabilidad de almacenamiento, la palatabilidad, etc. Entre estos se encuentra el
proceso de extrusion en el cual un material se hace pasar a través de un orificio
(dado) bajo condiciones térmicas y mecanicas lo cual da lugar a transformaciones
estructurales, quimicas y nutricionales del material (Alam et al. 2015). Cuando se

aplica a alimentos los biopolimeros de almidén y proteinas se plastifican en
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presencia de humedad controlada y altas temperaturas, produciendo una masa
cocida con alto grado de corte mecanico (Guy, 2001). En el tratamiento de
extrusion se usan altas temperaturas (140°C - 180°C), y tiempos cortos (15-30 s).
El producto final tiene bajo contenido de humedad (12-17 g/100g) lo que la
convierte en una tecnologia conveniente en la preparacion de mezclas, productos
semicocidos o reconstituidos o bien alimentos completamente cocido (Plahar et
al., 2003).

La extrusion ofrece numerosas ventajas como versatilidad, alta
productividad, bajos costos de operacién, eficiencia energética, productos de alta
calidad y mejora de la digestibilidad y el valor biolégico de las proteinas (Reyes-
Moreno et al.,, 2012). La suspension de las harinas precocidas por extrusion
pueden incrementar su viscosidad rapidamente, y la tendencia para formar grumos
debido a que los granulos de almidon se modifican y muestran alta capacidad de
hinchamiento bajo condiciones de frio y de calor, lo cual hace a las harinas
extrudidas altamente recomendables para la preparacion de alimentos

instantaneos (Vasanthan et al., 2001).

Los alimentos que pueden transformarse con este proceso son
principalmente cereales, almidones y/o proteinas vegetales. El proceso se usa
desde la décadas de 1930 y desde entonces se ha usado para preparar cereales
para el desayuno, snacks (listos para consumir) y alimentos texturizados (como la
soya). Mejoran la masticabilidad y densidad, entre otras caracteristicas deseables
en los productos (Riaz, 2001). En México es comun el uso de la extrusién en la
preparacién de tortillas y otros derivados del maiz. El maiz nixtamalizado se usa
para elaborar bebidas como el atole, el pozol y el tesglino, de éstas solo el atole
no necesita fermentaciéon en el proceso de su obtencion. No sélo las bebidas de
maiz se elaboran a partir de harinas extrudidas (Milan-Carrillo et al.,, 2012)
elaboraron una bebida con contenido del 11% de harina extrudida de amaranto y
1.56% de proteina.

Un sistema de extrusién consta de varios componentes (figura 3). El

ingreso de la materia prima esta determinado por una tolva en la parte superior, de
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esta manera el extrusor opera de manera continua. Un tornillo de velocidad
variable se utiliza para descargar material uniforme hacia el extrusor. También se
trabaja con un cilindro pre acondicionador que posee cabezas encamisadas para
mezclar vapor y/o agua con la masa de alimentacion. De esta manera se asegura
que cada particula de la materia prima alcance un equilibrio entre temperatura y
humedad. El dado de la parte final del extrusor por donde sale el material
terminado provoca la evaporacion instantanea de la humedad de la masa
extrudida debido a un cambio de presion, ocasionando la expansion del producto

modificando asi su textura y su porosidad (Riaz, 2001).

Cabeza  Tornillo Cortador Dado CUCh'HO_de
montaje

/

~ .

Figura 3. Diagrama de un extrusor (Riaz, 2001)
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[ll. Objetivos

3.1 Objetivo general

Desarrollar un sustituto de leche a partir de frijol comun (Phaseolus

vulgaris L.) variedad Bayo Madero.

3.2 Objetivos particulares

e Establecer las condiciones optimas del proceso de extrusion que

reduzcan los factores antinutricios presentes en el frijol comun.

e Formular una bebida que contenga frijol comidn cocido a través de

extrusion.

e Llevar al cabo la caracterizacion fisicoquimica y nutracéutica del

sustituto de leche.

e Evaluar sensorialmente el sustituto de leche.
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IV. Justificacion

La innovacion en la industria alimentaria esta directamente influenciada
por la busqueda del reemplazo de ingredientes obedeciendo a tendencias
nutricionales o a las necesidades del consumidor. Debido al aumento en los casos
de intolerancia a la lactosa, alergia a proteinas de la leche, o bien, en busqueda de
un estilo de vida mas saludable, existen en el mercado sustitutos de la leche de
vaca preparados a partir de cereales, oleaginosas, fruta, leguminosas vy
tubérculos. Este mercado crecio 20 % en el periodo 2013-2014 (2014 State of the
Industry n.d.).

Por otro lado el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) ha sido objeto de
estudio debido a su efectividad en la prevencidén del desarrollo de enfermedades
no transmisibles (cancer, diabetes, obesidad, dislipidemias, etc.) atribuido al gran
aporte de fibra, compuestos fendlicos, oligosacéridos y proteina (péptidos
bioactivos). Teniendo siempre en cuenta que los factores antinutricios (lectinas,
inhibidores de tripsina, etc.) presentes en el mismo deben reducirse antes de
consumir esta leguminosa.

El uso de frijol uso en bebidas se ha explorado poco. En el presente
trabajo se propone al frijol coman cocido mediante proceso de extrusién como el

ingrediente principal de un sustituto de leche.
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V. Metodologia

5.1. Materiales y Reactivos

5.1.1. Material bioldgico

Se usaron semillas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) variedad Bayo
Madero donadas por el Instituto nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas

y Pecuarias (INIFAP), campo experimental del Bajio.

5.1.2. Reactivos

Se utiliz6 éter etilico, sulfato de sodio, fosfato dibasico de sodio anhidro,
acido sulfurico, hidroxido de sodio, acido borico, verde de bromocresol, acido
clorhidrico, fosfato de potasio, etanol, acetona, acetato de sodio, metanol,
carbonato de sodio, fosfato monobasico de sodio monohidratado, acido acético
glacial obtenidos de la marca J.T. Baker. Rojo de metilo, a-amilasa, proteasa,
amiloglucosidasa, los estandares de, vainillina, ()-catequina, reactivo de Folin-
Ciocalteu, rutina, trolox, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), (TPTZ) 2,4,6-Tris(2-
piridil)-s-triazina, Cloruro férrico hexahidratado, sulfato férrico heptahidratado,
BAPNA (N-a-benzoyl-arginine-p-nitroanilide), Proteasa tipo XIV bacterial, lectina
de Phaseolus vulgaris L., albimina de suero bovino, de la marca Sigma-Aldrich
Chemical. Los sustitutos de leche comerciales de almendra y de soya fueron

adquiridos en un supermercado local.
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5.1.3. Materia prima

Hidrocoloides (Fooding Group Limited), aceite comercial de canola
(ACH Foods), emulsificante, fuente de calcio (ENSIGN), vitaminas liposoubles
(Glanbia nutritionals y Farmacom), acidos grasos insaturados (Tonallin FFA 80),
Sucralosa (Fooding Group Limited), jarabe sabor chocolate y jarabe sabor fresa

(The Hershey Company), esencia de café Deiman, agua purificada (AGUAQ)

5.2. Metodologia

5.2.1. Materia prima

El frijol comun (Phaseolus wvulgaris L.) variedad Bayo Madero
previamente seleccionado y libre de impurezas se remojo durante 8 horas y se
posteriormente se descascarillo. La humedad final de los cotiledones fue de
56.10+1.24%.

5.2.3. Obtencion del extrudido de frijol

Se usé un extrusor de tornillo sencillo con una relacion de compresiéon
1:1; relacion L/D= 20 con didmetro de 1 pulgada acoplado de un dado con un
orificio de 5 mm a una velocidad de 10 revoluciones por minuto (rpm). El extrusor
esta hecho de acero inoxidable 304, el mismo fue prestado amablemente por el
Centro de Investigaciones en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada del IPN
(CICATA), sede Querétaro. Los cotiledones se colocaron en la tolva y se hicieron
pasar a traves del extrusor variando Unicamente las temperaturas de 120°, 140° y

160 °C. Los extrudidos se colocaron en charolas de aluminio y se secaron a 60 °C.
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La humedad final de los mismos fue de 4.51+0.56 %. Los extrudidos se secaron a
60 °C y se molieron usando un molino de café marca Krups de acero inoxidable
(modelo GX410011V) y se hizo pasar por una malla #100 (149 um).

5.2.4. Determinacién de factores antinutricios

5.2.4.1. Cuantificacion de inhibidores de tripsina

La cuantificacién de inhibidores de tripsina se llevd al cabo mediante la
técnica desarrollada por Kakade et al., (1974). Se tomo 1 g de la harina extrudida
de frijol y se adicionaron 50 ml de NaOH 0.01 N durante 3 horas con mezclado
continuo. Una vez pasado el tiempo de extraccidon, se procedio al ajuste de pH a
8.2 con HCI 0.1 N y se centrifugd a 3000 g durante 10 minutos. Se tomaron 5 ml
del sobrenadante y se le agregd 15 ml de agua destilada para obtener un extracto
1:4 con menor turbidez. De la dilucién anterior se tomaron 500 pl para el tubo
muestra y otros 500 ul para el blanco de muestra. Se procedié a realizar diluciones
sucesivas tomando 250 ul del tubo de muestra mas 250 pl de agua destilada
obteniendo una dilucion 1:8. Se repiti6 este procedimiento hasta obtener
diluciones 1:16, 1:32, 1:64. Se hizo lo mismo para los blancos de muestra.

Para el tubo muestra de cada dilucion, se adicionaron 250 pl de tripsina,
se dejé reposar 5 minutos. Enseguida se agregaron 625 pl de BAPNA (N-a-
benzoyl-arginine-p-nitroanilide) y se incubé a 37 °C durante 10 minutos. Para
detener la reaccion, se adicionaron 125 pl de acido acético al 30%. En el caso del
tubo blanco de muestra, se adicionaron para cada dilucién 250 pl de tripsina mas
125 pl de &cido acético al 30%, se mezclaron y se agreg6 2.5 ml de BAPNA. Se
preparé un tubo control de maxima absorbancia colocando 250 ul de agua
destilada mas 250 pl de tripsina. Se dejo en reposo durante 5 minutos, enseguida
se adicionaron 625 pl de BAPNA y se incubé a 37 °C. Al final de la incubacion se

adicionaron 125 pl de acido acético al 30%.
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Como blanco para el andlisis se prepard un tubo de cero absorbancia,
mezclando 250 ul de agua destilada méas 250 pl de tripsina, 125 pl de acido
acético al 30 % y 625 pl de BAPNA, respetando el orden de adicion de los
reactivos. Se colocaron 250 pl de cada muestra en una microplaca de 96 pozos.
Finalmente se midié la absorbancia a 410 nm. Los resultados fueron expresados
como unidades inhibidas de tripsina (UIT) por miligramo de muestra utilizando la

siguiente formula:

[Tubo abs max — (Tubo muestra — Tubo bco muestra)] x FD
0.01

UTI =

5.2.4.2. Cuantificacion de lectinas

Las lectinas presentes tanto en harina de frijol crudo como en harina de
frijol cocido se extrajeron usando una solucién amortiguadora de fosfatos (K;HPO,
5mM y 0.15 M de NaCl pH 7.4). Se us6 0.1 gramos de harina de frijol y se
agregaron 10 ml de solucién amortiguadora de fosfatos. Después de agitacion
continua durante 18 horas la mezcla se centrifug6 a 12 000 g. El sobrenadante se
us6é para el ensayo de hemaglutinacion usado por (Reynoso-Camacho et al.,
2003).

Usando un tubo con heparina se tom6 una muestra de sangre (fresca y
siempre de la misma fuente) a partir de la cual se tom6 1 ml y se agregaron 13 ml
de solucién amoritguadora de fosfatos. Los eritrocitos se lavaron dos veces con la
misma solucion, entre cada lavado se recuperaron los eritrocitos por centrifugacion
a 3000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente se hizo una solucion al 4% de
eritrocitos a la cual se agregd 1ml de solucion de proteasa al 0.2% y se dej6
incubar durante una hora a 37 °C. Al término de ese tiempo los eritrocitos se
resuspendieron y se lavaron nuevamente tres veces como ya se describié. Del

paquete de eritrocitos se hizo una nueva dilucion al 4% en solucion amortiguadora.
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A continuacién en una placa de 96 pozos con fondo cénico se colocaron
50 pl del extracto de harina de frijol (crudo y extrudido), como control positivo se
uso lectina de Phaseolus vulgaris L. al 0.2% en solucion amortiguadora y como
control negativo se uso solucion amortiguadora. Se realizaron diluciones del orden
2 con la solucion amortiguadora tanto para los controles como para las muestras.
A cada pozo se agregaron 50 pl de la solucion de eritrocitos. La placa se dejo en
reposo a temperatura ambiente durante una hora. La actividad hemaglutinante se
expresa en unidades de hemaglutinina/mg de proteina. Las unidades de
hemaglutinina se definen como el inverso de la ultima dilucibn que presenta

aglutinacion positiva.

5.2.4.2.1. Cuantificacion de proteinas solubles

El contenido de proteinas solubles se determind por el método de
Bradford. En un tubo eppendorf se colocdé 1 ml de reactivo de Bradford (5 mg de
azul de Coomasie, 2.5 ml de etanol, 5 ml de acido fosforico aforado a 50 ml de
agua destilada, filtrado y protegido de la luz) y se le agregaron 20 ul de muestra.
Se tomo una alicuota de 200 pl de cada tubo y se colocaron en una microplaca de
96 pozos. Se midid la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro UV-visible
dentro de los primeros 30 minutos de la reaccion. La concentracion de proteinas
se determin6é al comparar la absorbancia con una curva de calibracién usando
BSA.

5.2.4.3. Cuantificacion de acido fitico

El contenido de acido fitico se determind por el método de Lolas y
Markakis (1975). Se pesaron dos gramos de muestra y se agregaron 100 ml de

HCI 2%, la muestra se someti6 a agitacion constante durante 3 horas.
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Posteriormente la muestra se filtr6 a través de un papel filtro Whatman No. 1. Se
tomaron 50 ml del filtrado al que ademas se le agregaron 10 ml de agua destilada
y 10 ml de tiocianato de amonio al 0.3 %. Enseguida se titul6 con FeCl;
conteniendo 0.00195 g de Fe ml. El punto final de la valoracion fue dado por la
persistencia de la coloracion anaranjada. El porcentaje de acido fitico se calcul6

con la siguiente ecuacion:
Acido fitico (%) =y x 1.19 x 100

Donde y= volumen de titulacion x 0.00195

5.2.5. Formulacién de la bebida

5.2.5.1. Determinacién de viscosidad de la base de frijol

Se llamo base de frijol a la mezcla de harina de frijol extrudido y agua.
Para elegir la cantidad de harina de frijol los ensayos preliminares se realizaron en
un equipo Soyabella (Automatic Soymilk Maker y Coffee Grinder Model SB-130)
en el cual se agregaron diferentes proporciones de harina de frijol extrudido y
agua. El equipo alcanza una temperatura de 90 °C y la mantiene durante 20
minutos. Equipos similares se han usado en la preparacion de otras bebidas
vegetales (Bernat et al., 2015).

La viscosidad del producto obtenido se evalué usando un reémetro Anton
Paar MCR 101 en un rango de velocidad de corte entre 100 y 300 (1/s) usando
una geometria de cilindros concéntricos.

Por otra parte, se realiz6 la medicién de viscosidad con una rampa de
temperatura en un rango de 35 a 90 °C usando la geometria de paletas en el
mismo equipo con la finalidad de evaluar si la viscosidad cambiaba al aumentar la

temperatura.
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5.2.5.2. Preparacion de la emulsion

Para preparar la emulsion se us6 0.3% (p/v) de lecitina de soya como
emulsificante y 0.75% (p/v) de aceite de canola. La mezcla se calenté a 60°C en
agitacion constante y posteriormente se homogenizé en una licuadora comercial
durante un minuto. Finalmente se someti6 a una homogenizacion durante 3
minutos a 8000 RPM en un equipo homogenizador Ultra-Turrax IKA T18 basic, lo
anterior con el fin de mejorar la suspension de las particulas e impartir una

apariencia uniforme a la bebida.

5.2.5.3. Fortificacién

Se agregaron a los componentes grasos 0.15% (p/v) de &cido linoleico
conjugado. El palmitato de vitamina A, vitamina D-3 y vitamina E (DL-a-tocoferol)
se agregaron en esta fraccion en cantidades correspondientes a 30, 35 y 30% del
IGD (150 pg, 0.75 pg y 1.5 ug respectivamente para 100 ml). Como fuente de
calcio se uso6 carbonato de calcio calculando la concentracion en 35% de la IDR.
Los niveles de vitaminas y calcio se establecieron con base en los IDR del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubirdn y con base en los

productos existentes en el mercado.

5.2.5.4. Eleccion de los niveles de hidrocoloides

Como hidrocoloides se agregaron goma xantana y carboximetil celulosa.
Se probaron los niveles de las mismas a 0.08, 0.010 y 0.12 % (p/v). Las variables

de respuesta fueron la viscosidad y la estabilidad relativa del producto.
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5.2.5.4.1. Determinacién de la tasa de asentamiento

La tasa de asentamiento del sustituto de leche se determiné usando el
método usado por Traynor et al., (2013). Se colocaron 100 ml de la bebida en
probetas de vidrio y se marc6 el volumen de la misma al inicio y posteriormente
cada dos dias hasta completar diez. Las probetas para cada tratamiento se
almacenaron a 4 °C. La tasa de asentamiento de la bebida se calculé de la

siguiente manera

volumen inicial
% TS = - x 100
volumen final

y se reporté como la tasa de asentamiento.

5.2.5.4.2. Determinacién de la viscosidad de la bebida

La viscosidad del producto obtenido en el paso anterior se evalué usando
un reémetro Anton Paaar MCR 101 en un rango de velocidad de corte entre 100 y
300 (1/s) usando una geometria de cilindros concéntricos. La viscosidad se

reporté en centipoises (cP). 100 cP =1 g/ cm.s

5.2.4.5. Preparacion del sustituto de leche

Una vez homogeneizada la emulsibn a ésta se agregaron los
hidrocoloides (GX y CMC) en concentracion de 0.01% cada uno, 0.1% carbonato
de calcio (p/v), 0.015% de sucralosa y 3.5% de harina de frijol extrudido (p/v).

La mezcla se homogeneiz6 nuevamente bajo las condiciones usadas
para la emulsion. La mezcla se vertid en el equipo Soyabella donde se sometié a
un calentamiento de 90 °C durante 20 minutos. El producto obtenido se enfrié y

almacenod a 4 °C hasta su analisis.
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5.2.5. Evaluacién sensorial

5.2.5.1. Evaluacién sensorial de aceptacion

La evaluacién sensorial consisti6 en una prueba de aceptacion del
producto preparado en los atributos de color, dulzor y agrado global usando una
escala hedonica de 7 puntos. Se usaron ademas productos comerciales de soya y

de almendra. El formato usado fue el que se muestra en la figura 4.

5.2.5.2. Evaluacion sensorial de preferencia

Se realizé un analisis sensorial de preferencia entre el producto natural y
el producto con sabores afiadidos. Se eligieron los sabores de chocolate, café y
fresa. Se us6 10% (v/v) de jarabe de chocolate y de jarabe de fresa; para el sabor
café se agrego 0.25 % de esencia de café. Todo lo anterior se realizé previo al
tratamiento térmico con el Soyabella. Se les pidi6 a los evaluadores, no
entrenados, que colocaran el orden de preferencia de cada una de las cuatro

muestras. El formato usado se muestra en la figura 5.
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PRECAUCION. Algunos de los productos contienen almendra y soya.

Edad: Sexo M () F()

Frente a usted hay tres muestras codificadas de un sustitute de leche, las cuales debe
probar una a la vez y marque con una X la calificacion que otorga a cada muestra

AGRADO
COLOR OLOR DULZOR GLORAL

168 | 670 | 421 168 | 670 | 421 | 168 | 670 | 421 ) 168 | 670 | 421

Me gusta
extremadamente

Me gusta mucho

Me gusta
moderadamente

No me gusta ni me
disgusta

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta mucho

Me disgusta
extremadamente

Seleccione la muestra de mayor preferencia.

Muestra Orden de preferencia

168

670

421

. Compraria la muestra que selecciond?
Sl NO , ¢, Por qué?

Observaciones:

Figura 4. Anverso y reverso del formato para evaluacion sensorial de agrado
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Sexo: F M Edad

1. Coloque el namero de las muestras en el orden en que vienen en el plato,
después ordene en la siguiente columna de acuerdo a la preferencia. El
nuimero 1 indica la muestra de mayor preferencia

Muestra Orden de
preferencia

Figura 5. Formato para evaluacion sensorial de preferencia

5.3. Determinacion de parametros fisicoquimicos del sustituto de leche de

frijol

5.3.1. Determinacion de pH

Se determind el pH de la bebida a temperatura ambiente. Se determino
el pH con la ayuda de un potenciometro (Orion 3 Star, THERMO SCIENTIFIC)

previamente calibrado con estandares de 4, 7 y 10.
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5.3.2. Determinacién de color

Se colocaron 10 ml del sustituto de leche en la celda y posteriormente se
protegid de la luz exterior. Se realizaron mediciones de las coordenadas
crométicas usando el equipo Minolta CM 2002 usando el sistema CIELAB se
tormaron las coordenadas L*, a* y b*. Tales coordenadas se muestran en la figura
6.

L+ white

L- black 1976

Figura 6. Coordenadas de color para el
sistema CIELAB. (Hoces de la Guardia Ch et
al., 2011)

5.3.3. Anélisis proximal

Se usaron los métodos de la AOAC (2002): grasa (920.39), proteina
(954.01), humedad (925.09B) y cenizas (923.03) y carbohidratos por diferencia de

los anteriores.

47



5.3.3.1. Grasa (método 920.39)

Dentro de un cartucho de celulosa se coloco 1 g de sustituto de leche de
frijol previamente liofilizado, se colocé un tapén de algoddén y se colocé en el
compartimiento de extraccion Soxhlet. Este se ensambl6 a un matraz receptor
(previo al ensayo se puso a peso constante y se registrd su peso inicial) el cual
contenia 200 ml de éter de petroleo y a un refrigerante. A continuacion el matraz
gue contenia el solvente se coloco sobre una parrilla de calentamiento hasta su
punto de ebullicién y el calentamiento se ajustd a 10 reflujos por hora durante 5
horas. Terminado el tiempo el matraz se retird y se recuper6é el solvente por
destilacién. ElI matraz se coloc6 dentro de una estufa a 60 °C para la completa
eliminaciéon de solvente y humedad, con el fin de obtener Unicamente el peso de la
fraccion lipidica. Los matraces se pesaron y la diferencia de peso final y del matraz
previo a la extraccion se registra para obtener el porcentaje de grasa.

5.3.3.2. Proteina (método 954.01)

Se determind en el sistema Kjeldhal. Se colocaron 25 ml de muestra en
un matraz de digestion Kjeldhal. A cada matraz se agregd una tableta de
catalizadores (sulfato de sodio y sulfato de cobre), Se agregaron 10 ml de acido
sulftrico concentrado y los tubos se colocaron en una parrilla de digestion a 450
°C hasta que el contenido se torn6 verde turquesa. Una vez frios, a cada tubo se
le agregaron 100 ml de agua destilada y se colocaron uno a uno en el destilador,
donde se ademas se colocé un matraz Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 25 mi
de &cido bdrico conteniendo los indicadores. El destilado recibido en el matraz ya
mencionado se titulé con acido clorhidrico 0.1 N. Se determind el nitrégeno total
(N) multiplicado por un factor de conversion equivalente al porcentaje de proteina

presente en el alimento, en este caso 6.25.
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5.3.3.3. Cenizas (método 945.46)

Se colocé 1 ml e muestra en un crisol de porcelana (previamente puesto
a peso constante y registrado su peso inicial). La muestra se seco primero durante
tres horas a 110 °C, posteriormente se calcind en una parrilla de calentamiento
dentro de una campana de extraccion hasta que dejaron de salir vapores de la
misma. Posteriormente el crisol se colocd dentro de una mufla a temperatura de
550 °C durante 3 horas. Una vez fria la muestra ésta se pesé y se determiné el

porcentaje de cenizas.

5.3.3.4. Humedad (método 925.09B)

Se pes6 1 ml del sustituto de leche de frijol en un crisol previamente
colocado a peso constante y pesado, El crisol se colocd en una estufa a 130°C
durante 3 h. Al término de las mismas el crisol se dejé enfriar dentro de un
desecador y posteriormente se pesd y se colocé en un desecador a temperatura
ambiente. Una vez fria la muestra se pes6é y se determind el porcentaje de
humedad.

5.3.4. Composicion nutracéutica

5.3.4.1. Extraccién de compuestos fendlicos

La extraccion de compuestos fendlicos del sustituto de leche se hizo
segun lo descrito por Cardador-Martinez et al.,(2002). Se tomaron 10 ml del
sustituto de leche de frijol y se agregaron 10 ml de de metanol durante 24 horas a
25 °C.
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5.3.4.2. Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se llevd a cabo por la técnica
propuesta por Singleton y Rossi, (1965). Se tomaron 500 pul de extracto
metandlico, enseguida se adiciond el reactivo de Folin-Ciocalteu (1:1 en agua
destilada), la reaccion se neutraliz6 con NaCOj3; (7 %), se mantuvo en reposo por 2
horas protegiéndolo en todo momento de la luz. La cuantificacion se realizd en un
espectrofotometro (UV-visible) a 760 nm. Se realiz6 una comparacion de los
resultados obtenidos con una curva de calibracion de acido galico. El contenido de
fenoles totales se expres6 como miligramos equivalentes de acido galico por ml de

muestra.

5.3.4.3. Cuantificacion de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides se desarrollé por el método sugerido por
Oomah et al., (2005). Se mezclaron 50 pl de extracto metandlico con 180 pl de
metanol, se adicionaron 20 pl de solucion de 2-aminoetilendifenilborato (10 mg/ml)
y se adicionaron a una placa de 96 pozos. La cuantificacion se hizo en un
espectrofotometro (UV-Visible) a 404 nm. Se realiz6 una comparacion de los
resultados obtenidos con una curva de calibracion de rutina. El contenido de

flavonoides se expreso en miligramos equivalentes de rutina/ml de muestra.

5.3.4.4. Cuantificacion de taninos

La cuantificacion de taninos se desarrolld6 mediante la metodologia
sugerida por Deshpande y Cheryan (1985), adaptado a microplaca por Feregrino-
Pérez et al. (2008). En un pozo se colocaron 50 ul del extracto metandlico. Se

adicionaron 200 pl de vainillina (0.5 % vainillina, 4 % HCI en metanol). La
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absorbancia se leyé a 492 nm en un espectrofotometro (UV-visible). Se us6 un
blanco de reactivo con 50 pl de metanol y 200 ul de HCI 4%. La concentracion de
los taninos se calculé a partir de una curva de calibracién con (+)-catequina a
concentraciones de 0.1-0.8 mg/ml. Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de (+)-catequina de muestra.

5.3.5. Capacidad antioxidante

5.3.5.1. Capacidad antioxidante por el método FRAP

Se siguid la metodologia propuesta por (Benzie y Strain, 1996). En una
microplaca de 96 pozos se colocaron 25 pl de extracto metandlico Posteriormente
se agregaron 175 pl de la solucion FRAP (10 ml de solucién amortiguadora de
acetato, 1 ml de solucion de FeCl36H,O 20 mM y 1 ml de TPTZ 10 mM). En el
caso de los blancos de muestra se agregaron 175 pul de solucién amortiguadora de
acetato (300 mM pH 3.6). Conforme se agregaban los reactivos la placa se cubrié
con Parafilm® y papel aluminio para evitar que se volatilizaran los solventes y
proteger la reaccion de la luz. Se ley6 la absorbancia en un espectrofotdmetro UV-
visible a 595 nm. Se toman lecturas al tiempo 0, y a los 4, 10, 30, 60 y 90 minutos.
Se realizd una curva de calibracion de 0-150 uM de Trolox® y FeSO,7H,0 en

metanol (7 mM).

5.3.5.2. Capacidad antioxidante por el método DPPH

Se siguié el método descrito por (Fukumoto y Mazza, 2000). En una
microplaca se afiadieron 20 pl de extracto metandlico y 200 pl de solucion de
DPPH. Se tomo la lectura a 0 y 90 minutos a 520 nm en un espectrofotometro UV-

visible. La microplaca se mantuvo cubierta y en la oscuridad a temperatura
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ambiente. Los resultados se extrapolaron en una curva de calibracién (50-800 uM
de Trolox®) y se expresaron como pmol equivalentes de trolox/ml de muestra.

5.3.6. Determinacioén de fibra soluble e insoluble

La fibra insoluble se determind siguiendo el método propuesto por Shiga
et al., (2003). Se pesaron 0.5 gramos de bebida desgrasada y liofilizada y se
colocdé en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, protegiéndolo de la luz. Se le
adicionaron 50 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (0.08 mM, pH 6) y 100
pL de a-amilasa y se incubd a 95 °C en un bafio maria con agitacion constante. Al
término, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se les ajusto el pH a
7.5 con NaOH 0.275 N. Se adicionaron 100 pL de proteasa (5 mg/mL preparada al
momento de su uso, disolver en solucién amortiguadora de fosfatos fria a pH 6).
La muestra se incubé a 60°C en un bafio Maria durante 30 min con agitacion
continua. Al término del tiempo, se atemperd y se ajusté el pH a 4.0 con HCl y se
adicionaron 300 uL de amiloglucosidasa y nuevamente se incub6 en bano Maria a
60 °C durante 30 min con agitacion continua. Las muestras se filtraron con un
papel Whatman No. 4 (a peso constante) utilizando un matraz kitazato con un
embudo Bichner al vacio. El residuo se lavo veces con agua destilada a 60°C, y el
filtro se sec6 en una estufa y se peso. El contenido de fibra insoluble se obtuvo

mediante la siguiente ecuacion:

L Papel filtro con muestra — Peso papel filtro
Fibra insoluble (%) = — x 100
Peso inicial de muestra

Al filtrado obtenido se le agrego un volumen de etanol al 80%, y se dejo
reposar durante un minimo de 24 h a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de
reposo el contenido del matraz se filtr6 usando papel Whatman No. 42 (a peso

constante) utilizando un matraz kitazato y un embudo Bichner al vacio, finalmente
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el residuo se lavo dos veces con acetona. El papel filtro se secd en una estufa 'y se
peso. El contenido de fibra soluble se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

Papel filtro con muestra — Peso papel filtro
x 100

Fib luble (%) =
ibra soluble (%) Peso inicial de la muestra

5.3.7. Disefio experimental.

Para determinar los niveles de hidrocoloides se usé un disefio factorial 2°
para establecer el nivel de los mismos. Las medias se compararon entre si usando
la prueba de Tukey con a=0.05. Para el analisis sensorial se uso6 la prueba de chi
cuadrado. Todos los analisis se hicieron en el programa JMP® 8.0. En la figura 7

se muestra el diagrama de la metodologia experimental.
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Figura 7. Diagrama de la metodologia experimental
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VI. Resultados y discusion

6.1. Factores antinutricios en extrudidos de frijol.

6.1.1. Concentracion de inhibidores de tripsina

En la figura 6 se observa que el contenido de UIT/mg es
considerablemente menor en cualquiera de los tres tratamientos de extrusion
diferencia del frijol crudo cuya inhibicion aun superaba el 40 % después de un
factor de dilucion de 64.

75
a ® Frijol crudo
m 120 °C
m 140 °C
50 160 °C
(@)]
€
=
2 25
b b C
0

Tratamientos

Figura 8. Inhibicion de tripsina en extrudidos de frijol.

Cada valor representa la media de dos repeticiones + DS. Valores

con la misma letra no son diferentes entre si (Tukey a 0.05)

La cuantificacion de las unidades inhibidas de tripsina se hizo en las

diluciones de los extractos de proteinas solubles de cada muestra (frijol crudo y
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extrudidos). Se tomaba como positiva la inhibicion de tripsina cuando ésta era
igual o mayor al 40%. A pesar de la estabilidad térmica de los inhibidores de
tripsina, la combinacion de calor y humedad en el proceso de extrusion redujeron
considerablemente su actividad inhibitoria en concordancia con lo reportado por
(Batista et al., 2010). Cabe recordar que este resultado corresponde a la materia
prima del producto el cual aun seria sometido a un proceso de pasteurizacion,

ademas fue diluido para ajustar la cantidad de sélidos del producto.

6.1.2. Concentracién de hemaglutininas

La aglutinacion de los eritrocitos esta dada por la formacién de un
entrecruzamiento entre las lectinas y la superficie de las células. Al diluir de
manera seriada las lectinas y agregar una cantidad constante de eritrocitos puede
estimarse la cantidad de lectinas (Hirabayashi, 2014). En la tabla 3 se muestra el
titulo de hemaglutinacion de la harina de frijol crudo en comparaciéon con las

harinas extrudidas.

Tabla 3. Concentracion de hemaglutinacion/mg de proteina

soluble
Muestra Titulo de hemaglutinacién /
mg de proteina
Frijol crudo 471 + 213
Harina extrudida 120 °C ND
Harina extrudida 140 °C ND
Harina extrudida 160 °C ND

ND: No detectado. Cada valor representa la media de dos repeticiones + DS.
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Como puede verse el frijol crudo tiene un alto titulo de hemaglutinacion y
éste no fue detectable después de que se aplicé el tratamiento térmico a las
muestras, datos que concuerdan con lo reportado por (Batista et al., 2010) quienes
no observaron hemaglutinaciéon después del proceso de extrusién a 150 °C. Estos
resultados demostraron que el proceso de extrusion a altas temperaturas como las
que se usaron en el presente trabajo tiene los mayores efectos en la reduccion de
inhibidores enzimaticos y enzimas para el caso del frijol comun (Batista et al.,
2010). La estimacion del contenido de lectinas por hemaglutinacion de eritrocitos
no es un método muy preciso aunque tal técnica sirve como un método para
asegurar la eficiencia de los tratamientos a las semillas sobre la toxicidad de las

mismas (Alonso et al., 2000).

6.1.3. Concentracion de acido fitico

En la tabla 4 se muestran los porcentajes de acido fitico en las muestras
de estudio. El tratamiento de extrusién redujo el &cido fitico en un 33.3%, valores
gue se encuentran por encima de lo reportado por (Batista et al., 2010) quienes
reportaron reduccion del 17 y del 26 % en el contenido de acido fitico de dos
cultivares de frijol después de un proceso de extrusién de 150°C, menores a los

encontrados en el presente trabajo.

Tabla 4. Concentracion de acido fitico presente en

la harina de frijol crudo y extrudido

Muestra Acido fitico (%)

Frijol crudo 0.302 + 0.040?
Harina extrudida 120 °C  0.201 +0.035"

Harina extrudida 140 °C 0.201 + 0.027°
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Harina extrudida 160 °C 0.201 +0.013°

Los resultados representan la media de dos experimentos
independientes + la desviacién estandar. Diferentes letras
en la misma columna expresan diferencias significativas

a=0.05 en las pruebas de Tukey

6.2. Formulacién de la bebida

6.2.1. Viscosidad de la base de frijol

Se ha reportado que el contenido de almidon en el frijol comudn
(Phaseolus vulgaris L.) oscila entre el 22 y el 45 %, siendo asi, seria de esperar
que al mezclar harina de frijol y agua el contenido de almidén contribuya al
incremento en la viscosidad de dicha mezcla. (Eyaru et al., 2009) reportaron que
en semillas de frijol cocidas a presion y alta temperatura (121 °C) se incremento la
cantidad de almiddn total, en especial la de almidén de rapida digestion, mientras
el contenido de almidén de lenta digestion y el almidén resistente disminuyeron. El
remojo previo a la coccion asegura que la semilla se expanda e hidrate de manera
uniforme contribuyendo asi al ablandamiento del tejido vegetal durante la coccién.
Siendo asi, el almidon en semillas de frijol remojadas tiende a gelatinizarse de
manera marcada durante la coccién a presion, ya que en el proceso de
gelatinizacion los granulos de almidén se rompen y como resultado se obtienen
fragmentos de distintas longitudes. En este contexto y dado el contenido de
almidon (o fragmentos del mismo) en la harina de frijol cocido por extrusion, se
espera que la viscosidad de la bebida fuese muy elevada en comparacion a la
viscosidad de productos comerciales pudiendo resultar en una bebida de alta
viscosidad mas parecida a los productos usados en el tratamiento de disfagias, lo
que podria representar una desventaja frente a los productos comerciales cuyas

caracteristicas fisicoquimicas, pero sobre todo sensoriales los han colocado en el
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agrado de los consumidores (O’Leary et al., 2010). Lo ideal seria obtener una
bebida con una viscosidad muy similar a éste tipo de productos. Para efectos
comparativos se uso el sustituto de leche de soya. Se obtuvo que las mezclas de
extrudidos (3.5 % de harina de frijol) a 120 y 140 °C mostraron una viscosidad
ligeramente mayor a la de un producto comercial a diferencia de la muestra de 160
°C que mostré una viscosidad incluso menor que la del producto comercial (figura
9).

Cabe recordar que ademas de almiddn, el frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) también contiene una cantidad considerable de proteina y que
después de someterse a un tratamiento térmico, esta podria contribuir al
incremento de la viscosidad como efecto de la desnaturalizacion de la misma. Se
realizé también una rampa de temperatura (figura 10) de la mezcla de frijol al 3.5
% en agua (o base de frijol), obteniendo que a diferencia del ensayo anterior la
viscosidad de la muestra extrudida a 160 °C fue mayor que la muestra de 140 °C,
este comportamiento es atribuirse a que cuando los granulos de almidon estén
gelatinizados el contenido de proteina en el frijol tenga una sinergia con el resto de
los componentes de la matriz resultando en una alta viscosidad. (Siddiq et al.,
2013) reportaron que las harinas de frijol extrudido mostraban menor viscosidad
que harinas de frijol cocido al vapor, lo cual atribuyeron a que los tratamientos
térmicos resultan, en la gelatinizacion completa de los granulos de almidon, ya que
se hidroliza la amilopectina y aumenta la absorcidbn de agua. Estos mismos
autores reportaron que el indice de absorcién de agua aumenta proporcionalmente
con la temperatura de procesamiento, debido probablemente a la dextrinizacion
del almidén. El contenido de proteina en el frijol (20-25%) podria contribuir a la
formacion de puentes de hidrégeno entre las cadenas polipeptidicas permitiendo
asi mayor retencion de agua. El indice de solubilidad en agua incrementa con la
despolimerizacion del almidén y la consecuente reduccion de la longitud de las
cadenas de amilosa y amilopectina. Tanto las harinas de frijol blanco y pinto
extrudido mostraron mayor indice de solubilidad que las harinas preparadas con
frijol crudo y con frijol cocido al vapor a 82 °C debido a que el proceso de extrusion

produce moléculas solubles y desnaturaliza proteina.
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Figura 9. Viscosidad en cP de base de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) (3.5% de harina
de frijol extrudido) a una velocidad de corte de

100 a 300 (1/s) y de una muestra comercial. Cada

valor representa la media de tres repeticiones + DS

También se puede observar que en la rampa de temperatura (figura 8) no
se tiene el comportamiento convencional de la gelatinizaciéon del almidén puesto
que este ya paso por el proceso térmico de la extrusion a alta humedad (56.10 +
1.24%). El otro compuesto que pudiese alterar y contribuir al incremento de la
viscosidad de una solucién es la proteina ya que estas podria contribuir a la
formacion de una matriz proteina-almidén o proteina-proteina como ya se ha
observado en el sustituto de leche de soya cuando se somete a dos procesos
térmicos y cuya viscosidad se ve incrementada por la desnaturalizaciéon de
proteinas (Liu et al., 2004). Pudiendo atribuirse a la gelatinizacion incompleta del

almidén la alta viscosidad cuando la muestra extrudida a 120 °C se enfria. La
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desnaturalizacion de proteinas podria ser la causante de la alta viscosidad en las
muestras extrudidas a 160 °C. Podria sugerirse que la muestra extrudida a

140°C contenia menos granulos de almidon por

y que al mismo tiempo con la temperatura de extrusidbn se desnaturalizaron
menos. Se eligié asi la temperatura de 140 °C para continuar con la formulacién.
Cabe recordar que la base de frijol seria sometida a otro proceso térmico a 90 °C y

gue seria de interés que la bebida fuese poco viscosa (entre 15y 25 cP).

70 °C e===140°C e==160°C e=ssTemperature
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o —
D
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Figura 10. Rampa de temperatura de la base de

frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Cada valor

representa la media de dos repeticiones

61



6.2.2. Formulacién de la bebida

En la tabla 5 se muestran los componentes principales que se utilizaron
en la formulacion de la bebida.

Una vez establecido que se usaria la harina de frijol extrudido a 140 °C al
3.5 % ya que un mayor porcentaje del mismo resultaba en mezclas altamente
viscosas se procedio a la formulacion de la bebida. El primer paso fue obtener la
emulsién. Una vez obtenida, ésta se mezcld con la harina de frijol y el resto de los
aditivos de textura y de fortificacion que se mencionaron en la seccién de

materiales y métodos.

Tabla 5. Ingredientes usados y su funcion

Ingrediente

Agua

Harina de frijol extrudido
Emulsificante

Vehiculo para los compuestos grasos
Estabilizante 1

Estabilizante 2

Saborizante, endulzante, mejorador
del sabor

Fortificacion con vitaminas A, Dy E
Fortificacion con una fuente de calcio

Escencia de café, jarabe de
chocolate y de fresa

Otros ingredientes funcional
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6.3. Paradmetros fisicoquimicos de la bebida

6.3.1. Viscosidad y tasa de sedimentacion

Los resultados del experimento factorial se muestran en las figuras 9 y
10. Se observa que los tratamientos con mayor concentracion de goma xantana
(GX) son también los que presentan mayor viscosidad. Los tratamientos con
menor tasa de sedimentacién coinciden con aquellos de mayor viscosidad como
era de esperarse, a excepcion del tratamiento que contiene 0.12 % tanto de GX
como de carboximetil celulosa (CMC) en el cual se observd un efecto antagdénico
en la sedimentacion.

Dado que lo deseable era que la bebida fuese estable sin tener al mismo
tiempo una viscosidad muy alta, se eligieron los niveles medios de ambos

hidrocoloides para continuar con la formulacion.

Traynor et al., (2013) utilizaron GX para estabilizar una emulsién de
aceite de girasol y lecitina de soya, reportaron que la concentracién de GX fue la
variable que tuvo la mayor influencia tanto en la viscosidad como en la tasa de
asentamiento. La calidad percibida de una emulsién esta influenciada por su
estabilidad y apariencia por lo que resulta necesario que la emulsion resista los
cambios en sus propiedades dentro de un periodo de tiempo. Cuanto mas estable
es una emulsibn, mas lentamente cambiaran sus propiedades.
(Akkarachaneeyakorn y Tinrat, 2015) informaron que al comparar la viscosidad de
una bebida estabilizada ya fuese con CMC o con GX, el uso de ésta ultima daba

productos mas viscosos.

Por otro lado, la lecitina es una molécula surfactante  usada
comunmente como emulsificante en la industria alimentaria. Traynor et al., (2013)
reportaron que ésta tiene un efecto desestabilizador a niveles mayores de 2.5 %

(p/v). En dicho estudio se obtuvo que la mayor estabilidad se encontréo a
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concentraciones de 19.02 % de aceite de girasol, 1.2 % de lecitina y 0.28 % de

goma Xantana.

La CMC reduce o previene la separacion de las fases oleosas. La
concentracion a la que se usa normalmente oscila entre 0.1 — 0.4 % dependiendo
de la viscosidad deseada, se usa sola 0 en combinacion con otros hidrocoloides
(Akkarachaneeyakorn y Tinrat 2015). Esta ha sido utilizada para mejorar las
caracteristicas sensoriales y reoldgicas de productos como helados o sustituto
leche de soya (Gatade et al., 2014).

Deshpande et al. (2008) obtuvieron viscosidades entre 17 y 63 cP (un
centipoise cP equivale a un mili-Pascal por segundo mPa.s) cuando se usaron en
diferentes proporciones jarabe de chocolate, harina de soya y harina de
cacahuate. Al usar un aislado proteico de soya en lugar de harina de soya la

viscosidad increment6 notablemente y se obtuvieron valores entre 42-132 cP.

Con los niveles de hidrocoloides elegidos en el presente trabajo se
obtuvieron viscosidades de 15-25 cP, lo que indicaria que con el fin de aumentar
el potencial nutracéutico del sustituto de leche se podria afiadir mayor porcentaje
de harina de frijol extrudido, otra opcién seria probar el efecto de otros
hidrocoloides (goma guar, carragenina, etc.) en la estabilidad y viscosidad de la
bebida
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Figura 11. Asentamiento relativo de la bebida usando goma xantana (GX) y

carboximetil celulosa (CMC). Cada valor representa la media de dos repeticiones + DS
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Figura 12. Viscosidad de la bebida preparada a una velocidad de corte en el rango

100-300 1/s. Cada valor representa la media de dos repeticiones + DS
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6.3.2. pH y color

Una vez establecidos los niveles de hidrocoloides y agregados los
aditivos de fortificacion, y terminado el proceso térmico, el sustituto de leche con
harina de frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) tuvo un pH de 6.66, similar al

obtenido por (Faccin et al., 2009) para un sustituto de leche de arroz.

Para comparar el color de la bebida de frijol comun con las muestras
comerciales se uso el sistema CIELAB. En la tabla 6 se muestran las coordenadas
de color del sustituto de leche a base de harina de frijol comun (Phaseolus vulgaris
L.).

La L* (luminosidad) mas baja fue para el sustituto de leche de frijol, es
decir, dicha muestra fue la mas oscura de las tres; se observa también que de
acuerdo a la coordenada a* el sustituto de leche de frijol comdn es la que mas se
aleja del color rojo.

Tabla 6. Coordenadas cromaticas de los sustitutos de leche de frijol comun,

almendra y soya

Bebida L* ar b* C*

Frijol 52.75 + 0.009% -2.33 + 0.0082 2.80 +0.025%  3.64 + 0.0242
Almendra 68.75+0.103° -1.38 +0.013° 9.06 + 0.035°  9.16 + 0.037°

Soya 71.06 + 0.008° -0.93 +0.011° 13.93 £ 0.023° 13.97 + 0.023°

Los resultados representan la media de tres experimentos independientes + la

desviacion estandar. Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias significativas

a=0.05 en las pruebas de Tukey
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También para la coordenada b* tiene el menor valor, lo cual indica que es
la que tiene menor coloracion amarilla de las tres. El valor C* corresponde a la
intensidad de color de la bebida. Hay que destacar que el color claro de la bebida
se debe en gran medida a que las semillas se descascarillaron antes de comenzar
con el proceso de extrusion. Es en la cascarilla de las leguminosas y oleaginosas
donde se encuentran la mayor parte de los compuestos fendlicos que dan origen a
la coloracién en bebidas vegetales y bebidas vegetales fermentadas (Beuchat y
Nail, 1978; Blouin et al., 1981).

La homogenizacion también es un paso importante del proceso ya que
cuando las particulas son pequefias, particularmente glébulos de grasa, éstas
pueden dispersar mas luz dando como resultados productos con mayor
luminosidad (Diarra et al., 2005). En la Figura 6 6 del apartado de materiales y
métodos se observa que las coordenadas positivas en b* indican la intensidad del
color amarillo. En este caso la bebida comercial de soya presenté el mayor valor
para este parametro seguido por la de almendra y finalmente la bebida de frijol fue
la menos amarilla de las tres. Si se desease aprovechar la totalidad de la semilla
de frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) resultaria necesaria la adicion de un
colorante para enmascarar los colores oscuros que se han observado cuando se

usa la totalidad de las semilla (Diarra et al., 2005).

6.4. Evaluaciéon sensorial

6.4.1. Evaluacion sensorial de agrado

Se realizé una prueba de nivel de agrado y preferencia con la finalidad
de comparar cdmo era percibido el sustituto de leche de frijol comun con respecto
a sustitutos comerciales de soya y de almendras, siendo estos ultimos los

productos que mas se consumen. Los atributos que se evaluaron fueron color,
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olor, dulzor y agrado global. Se us6 una escala heddnica de 7 puntos donde: 1=
Me gusta extremadamente mostrado en azul oscuro, 2=Me gusta mucho mostrado
en azul celeste, 3=Me gusta moderadamente mostrado en azul claro 4=Ni me
gusta ni me disgusta mostrado en verde claro, 5= Me disgusta moderadamente
mostrado en amarillo, 6=Me disgusta mucho mostrado en rojo y 7=Me disgusta
extremadamente mostrado en rojo oscuro. La escala anterior aparece del lado
derecho de las gréficas de frecuencia en el nivel de agrado (figuras 12-15). Esta
prueba se aplicé a 100 panelistas no entrenados con edad promedio de 24.5 + 4
afnos, 66 mujeres y 34 hombres, dentro de las instalaciones de la Universidad
Auténoma de Querétaro.

Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica del chi
cuadrado (x?) con un valor a de 0.05. Cabe recordar que cuando p<0.0001 se
rechaza a hipétesis nula, es decir, se rechaza que las muestras sean iguales entre
si, 0 expresado con otras palabra, se acepta que las muestras son diferentes entre
si. Cuando p>0.0001 se acepta la hipotesis nula, es decir, se acepta que las

muestras son iguales.

En la figura 12 se presenta el diagrama de mosaicos que muestra el nivel
de agrado para el atributo color. La proporcién de panelistas a los que les agradé
el color de la muestra comercial de soya fue casi de uno, tal muestra como se
observa en la tabla 6, tenia un color amarillo tenue. El producto de frijol fue el que
resulté menos favorecido en este atributo ya que la mitad de los panelistas le
asignaron valores entre 5-7 en la escala heddnica de agrado, lo cual indica que el

color es un atributo que disgustd moderadamente.

El sustituto de leche de almendra agradd a la mitad de los panelistas y
desagradd a una cuarta parte de los mismos. (Rustom et al., 1995) reportaron una
correlacion entre el la baja luminosidad de una bebida de cacahuate y valores de
pH cercanos a 7 como en el presente trabajo. Tales investigadores propusieron
qgue tal fenébmeno se debia a una reaccion de Maillard la cual podria ser
responsable de la falta de luminosidad de la bebida y ademéas podria estar

relacionada con la disminucion en los valores de pH de la bebida de cacahuate ya
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que el grupo NH; de los aminoacidos y los azlcares presentes pueden dar lugar a
este tipo de reacciones oscureciendo asi el producto final y disminuyendo el
namero de cargas positivas disponibles. (Lee y Rhee, 2003) proponen que el
descenso en el pH podria deberse ademas a la desnaturalizacion de proteinas y

consecuente liberacion de protones.

]
@

1
| |
Almendra Frijol Soya
Muestra

Figura 13. Frecuencia de nivel de agrado para el

atributo color para los sustitutos de leche. 1= Me
gusta extremadamente, 2=Me gusta mucho, 3=Me gusta
moderadamente, 4=Ni me gusta ni me disgusta, 5= Me
disgusta moderadamente, 6=Me disgusta mucho y 7=Me

disgusta extremadamente
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La figura 13 corresponde al atributo olor, en dénde se puede observar
gue no hay diferencia entre las muestras de frijol y de almendra y que al igual que
en el atributo color, los panelistas prefirieron el olor del producto de soya. Se
observa que la mayoria de los panelistas situaron a los productos de frijol y de
almendra en el punto medio de la escala hedodnica (punto 4), correspondiente a “Ni

me gusta ni me disgusta”.

Lo anterior se refleja en el valor de p=0.1022, es decir, no se rechaza la hipotesis
de nulidad (ambas muestras son iguales), lo que sugiere que al menos para el
atributo de olor del sustituto de leche hecho de frijol no resulta desagradable a los
consumidores y es equivalente a los productos comerciales de almendra y de

soya.

Rustom et al., (1995) compararon dos muestras de una bebida de
cacahuate que se habian sometido a diferentes tiempos de pasteurizacién a 137
°C no hallando diferencia entre estos tratamientos, cabe destacar que para tal
estudio se agrego6 sabor vainilla a ambos tratamientos. En el caso de la leche de
soya se han reportado ampliamente aromas desagradables atribuidos a los
productos de descomposicibn por oxidacibn enzimatica (lipoxigenasa e
hidroperoxido liasa) de los lipidos presentes en la semilla de soya. Entre los
compuestos identificados como posibles causantes de tales aromas se encuentran

lipidos, azUcares, aminoacidos y acido ferulico (Kaneko et al., 2011).

En el caso del frijol comun no se han reportado aromas desagradables
aun cuando las semillas son sometidas a radiaciones gamma (Armelim et al.,
2006), cabe recordar que el contenido de lipidos en el frijol comun es de 1.1%
(Vergara-Castafieda et al. 2010) y el de la soya es de 19% (Dwevedi y M. 2011)
mientras que en la almendra es de cerca del 44% (Ahrens et al., 2005), por tanto
los productos de descomposicion de lipidos y consecuente aroma no serian un

problema en la produccion a gran escala de una bebida de frijol comun.
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Figura 14. Frecuencia de nivel de agrado
para el atributo olor para los sustitutos de

leche. 1= Me gusta extremadamente, 2=Me gusta
mucho, 3=Me gusta moderadamente, 4=Ni me gusta
ni me disgusta, 5= Me disgusta moderadamente,
6=Me disgusta mucho 'y 7=Me disgusta

extremadamente

En la figural4 se muestra la preferencia para el atributo dulzor. Puede
observarse que casi el 60 % de los panelistas situaron al producto de frijol entre
los puntos 1y 4 de la escala heddnica, es decir, no fue desagradable el producto
endulzado con sucralosa en concentracion al 0.015 %. Tanto el producto de soya
como el de almendra reportan azlcar de cafia como endulzante, tal ingrediente
aumentaria el valor calérico de dichas bebidas. Lo anterior indica que incluso
cuando se esperaria un sabor neutro de un sustituto de leche, el sabor dulce
agrado al consumidor. En futuros trabajos habria que describir a qué grupos de
edades agrada y a cuales no el dulzor y si la edad es un factor determinante para
el agrado de tal sabor en este tipo de productos. La aceptacion de las bebidas de
origen vegetal se ve afectada cuando se perciben sabores desagradables, entre

los compuestos que imparten sabores desagradables se encuentran las saponinas
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presentes principalmente en la cascara de semillas como cacahuate o frijol comun
(Rustom et al., 1995; Guajardo-Flores et al., 2012), para el desarrollo de este
trabajo las semillas se descascarillaron y se procesaron Unicamente los
cotiledones, asi las saponinas u otro compuesto presente en la cascarilla no
tuvieron influencia sobre el sabor. Ya se mencion6 que algunos de los compuestos
asociados a sabores astringentes en los productos de soya son los productos de
descomposicion de lipidos catalizados por cicloxigenasas (Achouri et al., 2006). K

Koyama y Kitamura, (2014) prepararon una bebida de arroz sin
agregando Unicamente goma xantana como aditivo. Observaron que
sensorialmente la bebida que contenia 0.3% de goma xantana mostr6 mayor
agrado en aroma y sabor, reportaron también que el material que no contenia tal
hidrocoloide fue calificado como “sin sabor y débil’.Lo anterior les sugirié que la
viscosidad impacta en el sabor de las bebidas vegetales, para ese estudio la
viscosidad fue de 1515 cP en el caso de la bebida desarrollada en el presente
trabajo la viscosidad oscila entre 15 y 25 cP otorgada en gran medida por la
adiciéon de hidrocoloides. Dependera de la preferencia del consumidor la adicion o
no de saborizantes, son pocos los trabajos de desarrollo de sustitutos de leche a

partir de semillas o cereales donde no se adiciona ningun sabor.

Tanto Koyama y Kitamura (2014) como Pineli et al. (2015) recomiendan
la adicion de sabores para futuros trabajos. Incluso las bebidas comerciales que
se promocionan con sabor “Natural” contienen algun edulcorante, razon por la cual
se agregd sucralosa en la bebida de frijol comun. Segun el reporte de la firma
Rockville de investigacion de mercados las bebidas alternas a la leche de vaca
representan un mercado creciente, y de éstas los productos no endulzados
representan el 27% (Dairy alternatives continue to increase market share | 2015-

11-12 | Beverage Industry n.d.).
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Figura 15. Frecuencia de nivel de agrado
para el atributo dulzor para los sustitutos de

leche. 1= Me gusta extremadamente, 2=Me gusta

mucho, 3=Me gusta moderadamente, 4=Ni me gusta
ni me disgusta, 5= Me disgusta moderadamente,
6=Me disgusta mucho y 7=Me disgusta
extremadamente

Finalmente en la figura 15 se puede observar el resultado para el atributo
agrado global. Como se podia esperar, en concordancia con los niveles de agrado
mostrados para los paradmetros anteriores, el producto comercial de soya es el que
resultd agradable para el 75% de los panelistas mientras que el producto de frijol
se situé en segundo lugar de agrado para los panelistas quienes lo colocaron en
los puntos 1-3 de la escala heddnica mientras que otros se mantuvieron neutrales
frente a este producto y lo colocaron en el punto 4. Para el caso del producto de
almendra se observa que menos de una cuarta parte de los panelistas lo
definieron como agradable y una cuarta parte lo colocé en el punto 4 (neutral). La
mitad de los panelistas lo calificd con los puntos 5-7, es decir los correspondientes
al desagrado. No obstante cuando se comparo al producto de almendras y el de
frijol con la prueba de chi cuadrado se obtuvo un valor de p=0.088, es decir, no
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hay diferencias entre ambas muestras para este atributo como ya se habia
observado en el atributo olor. Para la evaluacion sensorial de bebidas de soya Shi
et al. (2015) entrenaron a un panel de 10 personas para evaluar leche de soya
preparada con diferentes cultivares de la semilla. Tal panel describio los atributos
de la leche de soya como sigue: aroma de avena cocida, sabor a cereal, aroma de
frijoles cocidos, sabor afrijolado, sabor de cascarilla de arroz y aceite oxidado. Lo
anterior podria darnos una idea de las caracteristicas puntuales que se podrian
evaluar en el sustituto de leche de frijol comdn con el fin de dar un perfil mas

preciso del producto.
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Figural6é. Frecuencia de nivel de agrado
para la variable agrado global para los

sustitutos de leche. 1= Me gusta

extremadamente, 2=Me gusta mucho, 3=Me gusta
moderadamente, 4=Ni me gusta ni me disgusta, 5=
Me disgusta moderadamente, 6=Me disgusta mucho

y 7=Me disgusta extremadamente



En la tabla 7 se muestran los valores de p para la prueba de chi
cuadrado del analisis sensorial de agrado de los sustitutos de leche. Aun cuando
se esperaba que el agrado fuese menor al de las muestras comerciales ya que los
sabores nuevos no siempre se aceptan, es un logro considerable que en agrado
global el producto que se propone sea igual al producto comercial de almendra.
Este ultimo es el que reporta las ventas mas altas en cuanto a sustitutos de leche

se refiere en Estados Unidos (WhiteWave Foods n.d.).

Tabla 7. Comparacién entre el nivel de agrado de los sustitutos de
leche usando la prueba de chi cuadrado

Agrado

Muestras Color Olor Dulzor
global

Almendra-

<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Soya

Soya-Frijol <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Almendra-

. <0.0001 0.1022 <0.0001 0.088
Frijol

6.4.2. Evaluacion sensorial de preferencia

Algunos autores recomiendan la adicion de sabor para mejorar la
aceptabilidad para los sustitutos de leche preparados de fuentes vegetales (Faccin
et al., 2009; Reyes-Moreno et al.,, 2012; Pineli et al., 2015). Para la prueba
sensorial de preferencia se probaron tres diferentes sabores: café, chocolate y
fresa. Las bebidas con sabores afiadidos de café y de chocolate fueron las que
mostraron mayor preferencia entre los panelistas (en azul marino) como lo

muestra la figura 16, cuando se compararon con la bebida natural.
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En la tabla 8 se muestra que solo entre la comparacion entre el sabor
café y el sabor chocolate el valor de p=0.5617 indica que se acepta la hipotesis
nula, es decir que no hubo diferencias en la preferencia de ambas muestras.
También se puede observar que la mayoria de los panelistas colocaron al sabor
natural el ultimo lugar (en rojo). El color azul oscuro corresponde al primer lugar en
la preferencia, el azul claro al segundo, el amarillo al tercero y el rojo al cuarto y
altimo (menos preferido). La evaluacion se llevo a cabo con 50 participantes con
una media de edad de 24.2 + 3.8 afios, 28 mujeres y 22 hombres, en las

instalaciones de la Universidad Autbnoma de Querétaro.
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n
=
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0.25

|
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| |
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Figura 17. Proporcion de preferencia global de
cada bebida. (1=mayor agrado, 4=menor

agrado)



Tabla 8. Comparacion entre la preferencia de las

bebidas saborizadas usando la prueba de chi

cuadrado
Sabor de las muestras Significancia

Natural Chocolate <0.0001*
Fresa Chocolate <0.0001*
Cafeé Chocolate 0.5617
Fresa Natural 0.0004*
Cafeé Fresa 0.0002*
Café Natural <0.0001*

Se us6 un valor de significancia de 0.05.

(Deshpande et al.,, (2008) usaron jarabe de chocolate para enmascarar malos
sabores derivados de la oxidacion de los componentes grasos de bebidas de soya
y cacahuate. En tal formulacion se agreg6 del 13-26 % de jarabe de chocolate en
la preparacion de una bebida. En la formulacion preparada con frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) solo se agreg6 el 10 % (v/v) de jarabe de chocolate y fue
aceptado por los panelistas. Lo anterior seria de importancia si se desea
comercializar la bebida de frijol ya que podria competir con los sustitutos de leche
saborizados. Faccin et al. (2009) agregaron saborizantes de fresa y de chocolate
siendo este Ultimo el que tuvo mayor aceptacion. Segun reportan Tuorila et al.
(1994) las expectativas son una parte importante de la evaluacion de un nuevo
producto, en este caso la bebida de frijol al ser un producto nuevo con
caracteristicas y sabor desconocidos resulté del agrado de mas de la mitad de los

panelistas cuando se agreg6 sabor chocolate y sabor café.
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6.5. Composicién quimicay nutracéutica

6.5.1. Composicion quimica

La leche de vaca se ha considerado un alimento completo al aportar
macronutrientes como proteina (3.5 %), carbohidratos (4.4 %) y grasa (3.5 % en
leche entera) asi como micronutrientes como calcio (0.115 %), fésforo (0.093 %),
ademas de vitaminas A, D y C (Agostoni y Turck, 2011)., sin embargo los motivos
entre los que se encuentran la intolerancia a la lactosa, alergia a las proteinas de
la leche, hiperlipidemias, estilos de vida veganos, y la posible relacion con el
desarrollo de cancer de prostata (Melnik et al., 2012; Mékinen et al., 2015) han
llevado al desarrollo de sustitutos de la leche de vaca preparados a partir de

fuentes vegetales, tal es el caso del presente trabajo.

Los resultados de los analisis de compaosicion quimica se muestran en la
tabla 9. El contenido de proteina fue de 0.99 + 0.03 g/100 ml, valor que esta por
debajo de lo reportado para algunos sustitutos de leche. Por ejemplo Bernat et al.
(2015) reportaron 1.37 g/ 100 g y 0.65 g/ 100 g de proteina para la leche de
almendras y de avellana respectivamente. En ese mismo estudio el contenido de
lipidos fue de alrededor de 4 g/ 100 g, es decir 8 gramos en una porcién de 200
ml. En este trabajo se busco que el producto tuviese bajo contenido de grasa ya
gue se observo que los productos comerciales contienen de 2.5-3 g de grasa por

porcién (200 ml).

En el caso de una bebida de avena se obtuvo practicamente la misma
cantidad de proteina en 100 ml (1.0 gramos), aunque el contenido de grasa para la
bebida de avena fue del doble (1.5 g) que la obtenida en el presente trabajo (tabla
9) y en el caso de los carbohidratos era de esperar que dado el contenido de fibra
presente en un cereal como la avena el contenido de carbohidratos fuese mayor
(6.5 g). (Zhang et al., 2007)
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En un estudio mas reciente de Pineli et al.,, (2015) desarrollaron un
sustituto de leche a partir de quinoa obteniendo valores superiores en el contenido
de proteina a los del presente trabajo, independientemente de la cantidad de
quinoa utilizada, ellos planteaban el uso de una solucion ligeramente acida (pH 5)
para lograr una mejor extraccién de las proteinas de este cereal. Por lo que en el
caso de la bebida hecha a base de frijol podria mejorarse el contenido de proteina
con un tratamiento similar de pH en combinacioén con soluciones salinas para las

semillas de frijol.

El sustituto de leche de soya, al estar preparado a partir de una
leguminosa fue el producto mas parecido a la bebida desarrollada en este trabajo
Ryan y Sutherland (2011) compararon varias marcas de sustituto de leche de soya
comercializadas en Reino Unido, en todos los casos para éstos productos se

reportd un contenido de alrededor de 3 g de proteina en una porcion de 100 ml.

Tabla 9. Contenido de proteina, lipidos, cenizas, carbohidratos y humedad en el

sustituto de leche de frijol.

Proteina Lipidos Cenizas Humedad Carbohidratos
(%) (%) (%) (%) (%)
0.99+0.03 0.88+0.11 0.002 + 0.0003 95.3 £ 0.03 2.83

Cada valor representa la media de tres repeticiones % la desviacién estandar.

6.5.2. Composicién nutracéutica

6.5.2.1. Composicion de compuestos fendélicos y capacidad antioxidante

En la tabla 10 se muestra el contenido de compuestos fendlicos,

flavonoides y taninos en el sustituto de leche de frijol. En el presente trabajo, se
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uso el cotiledon de la semilla de frijol. La cascarilla retirada después del remojo se
almacend a 4 °C, ya que hay que recordar que ésta contiene muchos de los
compuestos fendlicos que le otorgan al frijol una parte de su potencial antioxidante
siendo asi un subproducto con potencial nutracéutico como lo reportaron Servili et
al. (2011).

Vergara-Castafieda et al., (2010) reportan concentraciones 6 y 20 veces
mayores de compuestos fendlicos y de taninos condensados respectivamente
para frijol comdn cocido que los reportados en el presente trabajo. El bajo
contenido de los mismos en la bebida de frijol era de esperarse ya que al retirar la
cascarilla y mezclar la harina extrudida de frijol con agua se redujo la

concentracion de los mismos.

6.5.2.2. Capacidad antioxidante

En la tabla 10 se muestra la capacidad antioxidante del sustituto de
leche de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Ryan y Sutherland (2011) reportaron
valores de FRAP para el sustituto de leche de soya mil veces mayor al reportado
en la tabla 10. Hay que recordar que en la bebida de frijol comun se retird la
cascarilla que es donde se encuentra una gran proporcién de los compuestos

fenolicos de la semilla de frijol.
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Tabla 10. Contenido de compuestos fendlicos y de actividad

antioxidante en el sustituto de leche

Compuesto Concentracion
Compuestos fendlicos 1.52 + 0.08 pg eq. Acido galico/ml
Flavonoides 5.86 + 0.54 ug eq. Rutina/ ml
Taninos condensados 4.54 £+ 0.28 pg eq. (+) catequina/ ml
DPPH 1.18 £ 0.09 umol trolox/mi
FRAP 5.54 + 0.21 pmol Fe #*

Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS

6.5.2.3. Contenido de fibra

En la tabla 11 se muestra el contenido de fibra total (insoluble y soluble)
del sustituto de leche de frijol. El porcentaje de fibra total fue mayor en este trabajo
que el reportado por (Bernat et al.,, 2015) quienes reportan 0.58 y 0.40 para el

sustituto de leche de almendra y de avellana respectivamente.

Tabla 11. Porcentaje de fibra total, soluble e insoluble en el sustituto de

leche
Fibra insoluble Fibra soluble Fibra total
(%) (%) (%)
1.256 + 0.078 0.046 + 0.004 1.778 + 0.067

Cada valor representa la media de dos repeticiones + DS
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Adedokum et al. (2014) usaron tres diferentes fuentes vegetales para
preparar un sustituto de leche, entre ellos al tubérculo chufa (Cyperus esculentus
L.), a la leguminosa bambara (Vigna subterranean L.) y una fruta como el coco
(Cocus nucifera) reportan valores muy similares de fibra dietaria total a los del
presente trabajo. EI mayor contenido de fibra para la bebida a base de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) podria atribuirse a que se esta utilizando todo el cotiledon y
a diferencia de otros procedimientos, no se produce ningun residuo como el okara,

residuo de la produccién de leche de soya (Toda et al., 2007).
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VIl. Conclusiones

En el desarrollo tecnologico en el area de alimentos la innovacién juega
un papel importante, parte importante de la misma esta dada por la busqueda del
reemplazo de ingredientes que obedece a tendencias nutricionales o a
necesidades del consumidor.

Aun cuando el desarrollo de nuevos productos, en este caso una bebida
funcional, pudiese parecer simple, desafortunadamente la realidad es diferente. El
desarrollo de tales bebidas es un reto tecnoldgico al tener que cumplir con la
aceptacion sensorial (color, sabor, textura, sensacion en la boca, etc) y al mismo
tiempo conservar los compuestos bioactivos y/o funcionales de los ingredientes y
aditivos durante su produccioén y almacenamiento lo cual no es una tarea sencilla

aln a pequefia escala.

En el presente trabajo se buscé que ademéas de los componentes
nutracéuticos presentes en el frijol, la bebida estuviese enriquecida con vitaminas

y minerales que el consumidor esperaria de este tipo de productos.

La bebida desarrollada en el presente trabajo muestra potencial para ser
usada como un sustituto de leche ya que el contenido de proteina (0.9 %) fue
similar al reportado en otros trabajos y a lo observado en los productos
comerciales. Su bajo contenido en grasa podria ser un factor para elegir este

producto entre otros en los que se ha reportado un contenido mayor de la misma.

La cantidad de fibra presente en la bebida podria impartirle potencial
prebiético. Si bien se esperaba una mayor cantidad de compuestos fendlicos y de
potencial antioxidante no se descarta que en un futuro y usando hidrocoloides que
impartan menos viscosidad sin sacrificar la estabilidad, pueda agregarse mayor
cantidad de harina de frijol y/o extraer de la cascarilla los compuestos bioactivos
gue impactan esta cualidad. El potencial nutracéutico que pudiese tener la bebida
estaria dado por la cantidad de proteina y potencial formacién de péptidos

bioactivos y asi como por el contenido de fibra del frijol coman. Por otro lado el
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potencial funcional se lo impartirian los aditivos é&cido linoleico conjugado
Tonalin®, calcio y vitaminas A 'y D que se agregaron a la formulacion.

Al no existir un producto similar en el mercado la formulacion propuesta
se bas6 tanto en reportes de la literatura cientifica como en los productos
comerciales actualmente disponibles. Quedara como perspectiva para futuros

trabajos mejorar, reformular u optimizar el producto obtenido.
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