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RESUMEN.

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una de las fuentes principales de proteina,
vitaminas del complejo B y minerales en la dieta de los mexicanos. Sin embargo
esta leguminosa contiene algunos factores antinutricionales, entre los que destacan
los inhibidores de tripsina. Se ha informado que el tratamiento térmico puede
inactivar a los mismos. La actividad ureasica a menudo se utiliza como un indicador
de la inactivacion de los inhibidores de tripsina, ya que éstos presentan un nivel
similar de intolerancia al calor que la ureasa. Por lo que el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de la extrusion sobre el contenido de inhibidores de tripsina y
actividad ureasica en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) variedad Bayo Madero. El
frijol crudo (FC) present6 un contenido de inhibidores de tripsina (IT) de 16.55 *
0.521UIT/mg, por el contrario en el frijol cocido tradicionalmente (FCT) se
obtuvieron valores muy bajos de 0.622 + 0.099 UIT/mg, de los cuatro perfiles de
extrusion evaluados el perfil cuatro (P4) fue el mas eficaz para destruir los IT con
un valor residual de 7.30 £ 0.235 UIT/mg. EI proceso de extrusién logro una
maxima reduccion de IT del 64% en la harina extruida maiz frijol en proporcion 80%
maiz y 20% frijol (HE 80:20), en los totopos se lograron bajos niveles IT
comparables con el FCT. En cuanto a la actividad ureasica se observo la misma
tendencia que con los IT, siendo el FC el que presentdé mayor actividad residual con
47.6 + 0.3189 % y el FCT el que presento la actividad mas baja, seguida de los
totopos en sus diferentes proporciones de maiz:frijol T 60:40, T 70:30 y T 80:20
con valores de 3.2+ 0.36, 8.9 £ 0.05,6.6 £ 0.38 y 3.2 =+ 0.08% respectivamente. Los
resultados sugieren que el proceso de extrusion ayudd a eliminar los factores
antinutricionales en altos porcentajes; sin embargo se recomienda combinarlo con
otros procesos térmicos para poder reducir aun mas dichos factores.



I. INTRODUCCION.

El frijol se considera una de las principales fuentes de proteina para la mayoria de
la poblacién en paises en desarrollo, esto debido a su alto contenido en proteina
gue es de dos a tres veces mayor al de los cereales, asi como por su bajo costo en
comparacion con la proteina de origen animal. Sin embargo, es deficiente en
aminoacidos azufrados y triptéfano, deficiencia que se contrarresta con el consumo
de maiz. Asi mismo, su consumo impacta positivamente en los niveles de colesterol
y glucosa en sangre. También contiene algunos factores antinutricionales tales
como: los inhibidores de enzimas, lectinas, oligosacaridos, taninos, acido fitico,
entre otros; dichos factores interfieren con el proceso de digestion y dificultan la

utilizacion de las proteinas.

Los inhibidores de proteasas mas conocidos son los que actian sobre la tripsina, la
cual es una enzima del jugo pancreéatico que hidroliza las proteinas de la dieta

produciendo polipéptidos y peptonas.

Los inhibidores de proteasas son termolabiles, por lo que se pueden inactivar, en
mayor o menor grado, por la accion de tratamientos térmicos. La estabilidad térmica
de estos depende de su peso molecular y de la cantidad de uniones disulfuro
presentes en la proteina; ya que estos enlaces estabilizan la conformacién activa
del inhibidor.

Por otro, lado el nivel de factores antinutricionales (como los inhibidores de tripsina)
se pueden estimar de manera indirecta mediante la prueba de actividad ureésica.
La enzima ureasa se desnaturaliza a la misma velocidad que el inhibidor de
tripsina, por lo que existe una relacion directa entre la destruccién de la enzima
ureasa por calor y una mejora del valor nutricional por inactivacién del inhibidor de

tripsina.



En la literatura se han reportado métodos alternativos al cocimiento de los
alimentos, buscando con ello ventajas tecnoldgicas que permitan ahorros de
energia y reducir los tiempos de procesamiento. Por ello, se han desarrollado

tecnologias como la extrusion.

La extrusion es un proceso de coccion, que se lleva a cabo a altas temperaturas
(150 °C a 200°C) en tiempos cortos. Al tener este tipo de procesos se protege el
sabor y los nutrientes de los alimentos, ademas que se inactivan de enzimas y
microorganismos patdgenos, al mismo tiempo que los factores antinutricionales
termolabiles son eliminados, razon por la cual es ampliamente utilizado en la

industria alimentaria.

Por lo tanto, se busca probar el proceso de extrusion como método de coccion no
convencional y al mismo tiempo evaluar el efecto del calentamiento sobre el

contenido de inhibidores de tripsina y la actividad ureasica en frijol Bayo Madero.



IIl. ANTECEDENTES.

II.1 Generalidades del frijol.

Las leguminosas han sido cultivadas por el hombre casi desde que se descubrio la
agricultura. Estas plantas se caracterizan por presentar frutos en forma de vainas
entre las cuales el frijol, las habas, las lentejas y los garbanzos son los mas
conocidos (Vazquez, 2006). Existen mas de 1300 especies de leguminosas, pero
solo unas 20 son parte de la dieta humana (McRae y col., 1993; De Almeida y Col.,
2006).

Las legumbres son las semillas secas comestibles de las plantas leguminosas y
tienen una especial importancia nutritiva y econémica por su presencia en la dieta
de millones de personas de todo el mundo. La importancia principal de las
legumbres reside en su elevado contenido de proteinas, ya que éstas contienen el
doble o triple que la mayoria de los otros cereales; ademas, contienen una buena
cantidad de minerales esenciales, como el calcio y el hierro, y algunas vitaminas de
complejo B (Garcia, 2009).

En paises de muy bajos ingresos, las leguminosas contribuyen con alrededor del
10% de las proteinas diarias y el 5% del aporte energético de la alimentacién de la
poblacion (FAO/SMIA, 2001), aunque requieren complementarse con cereales para
mejorar el perfil de la proteina dietaria requerida, ya que son deficientes en los
aminoacidos azufrados (Sangronis y col., 2004). Dentro del grupo de las especies
leguminosas, el frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) es una de las importantes. El
frijol es originario de América y se le conoce con diferentes nombres: poroto,
haricot, caroata, judia, alubia y habichuela, entre otros (MAG, 1991; Tapuach,
2004).

En México, el cultivo del frijol, junto con el maiz, representa toda una tradicion

productiva y de consumo, cumpliendo diversas funciones de caracter alimentario y
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socioeconémico que le han permitido trascender hasta la actualidad (SAGARPA,
2000). El frijol es para México uno de sus principales elementos nutricionales con
una produccion de 8.3% a nivel mundial, encontrdndose dentro de los cinco
principales productores. Sin embargo, su produccion ha disminuido en los ultimos
afos a raiz de problemas climaticos (Ortega y Ochoa, 2003; SAGARPA, 2005).

El cultivo del frijol es uno de los de mayor importancia en el pais ya que representa
para la economia de los productores una fuente importante de ocupacion e ingreso,
a la vez que es una garantia de seguridad alimentaria (Hangen y Bennink, 2003). El
68% de su produccién se destina en forma directa al consumo humano. Asi mismo,
Su consumo es generalizado entre casi todas las clases sociales de la poblacion de
ingresos bajos, medios y hasta superiores. Es por esto que la importancia de este
grano en la dieta actual del pais sigue siendo fundamental (SAGARPA, 2000;
Ortega y Ochoa, 2003).

El consumo de frijol ha cobrado importancia en la dieta de los paises desarrollados

debido, en parte, a los problemas de salud provocados por el consumo de carne y
al descubrimiento de los beneficios de incluir legumbres en la dieta; beneficios
relacionados con la proteccion contra cancer de colon (Lee y col., 1992; Hangen y
Bennink, 2003).

l1l.2. Composicion.

En el Cuadro 1 se presenta la composicion quimica y nutrimental del frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.), en dicho cuadro se puede observar que el grano de frijol
contiene de 14 a 33% de proteina, de 52 a 76% de carbohidratos, de 14 a 19% de
fibra, asi como de 1.5 a 6.2% de lipidos. En cuanto a su composicién mineral el
frijol contiene Zn (2.2-4.4 mg/100g), Ca (9-200 mg/100qg) y Fe (3.8-7.6 mg/100g)
(Paredes y col., 2006).



Cuadro 1.

Indicadores quimicos y nutrimentales del frijol comun

INDICADORES CONTENIDO REQUERIMIENTOS
MINIMOS DIA (ADULTO)

COMPOSICION QUIMICA (%)
Proteinas 14 - 33
Lipidos 15-6.2
Fibra total 14 -19

Insoluble 10.1-134

Soluble 3.1-7.6
Cenizas 29-45
Carbohidratos 52-76
CALIDAD DE PROTEINA
Digestibilidad (%) 52 - 75
Relacion de eficiencia 0.7-1.5
proteinica
AMINOACIDOS ESENCIALES
(9/100g proteina) 53-82 6.3
Fenilalanina + Tirosina 28-58 2.8
Isoleucina 49-99 6.6
Leucina 6.4-76 5.8
Lisina 1.2-15 2.5
Metionina + Cisteina 44-70 3.4
Treonina ) 1.1
Trlptéfano 45-6.7 35
Valina
VITAMINAS (mg/100g) 0.86 - 1.14 15
Tiamina (B1) 0'14 i 0'27 29
Riboflavina (B2) 1.16 ) 2.68 0.019
Niacina (B3) 0'34 ) 0.64 20
Piridoxina (B6) 0'17 ) 0.58 0.5
Acido félico ' '
gﬂlNERALES (mg/100g) 9 - 200 800 — 1000

alcio
Cobre 0.7-1.2

. 460 800 — 1000
Fosforo X 15
Hierro 3.8-76
Magnesio 200 3001_5400
Zine 22-4.4
OTROS COMPONENTES
Taninos (mgeg.cat./g)? 9.6-1314
Inhibidores de tripsina 13-29
(UIT/mg)P 0.6 -2.7
Acido fitico (%)
#Miligramos de equivalentes de catequina por gramo.
®Unidades de inhibicion de tripsina por miligramo.

(Paredes y col., 2006)



Il. 3. Factores antinutricionales.

Las leguminosas contienen diversos factores antinutricionales como los inhibidores
de tripsina, lectinas, acido fitico, compuestos fendlicos y saponinas, entre otros, los
cuales pueden limitar su consumo Yy la utilizacion de su contenido de proteina
(Boniglia y col., 2003; Garcia, 2009).

El termino “factores antinutricionales” incluye aquellos compuestos que reducen la
utilizacion de nutrientes, asi como la actividad biol6gica de diversos compuestos
quimicos o metabolitos en animales (Van Der Poel, 1990; Rocha y col., 2006).

Gran parte de los alimentos de origen vegetal presentan inhibidores de proteasas,
en donde la mayor proporcion se encuentra en la semilla. Los inhibidores de
tripsina pueden coexistir en la misma planta con otros inhibidores proteoliticos,
como se puede observar en el Cuadro 2 (Whitaker y col., 1979; Weder, 1981;
Savelkoul y col., 1992).

Cuadro 2. Inhibidores de proteasas presentes en plantas.

INHIBIORES DE PROTEASAS EN PLANTAS COMESTIBLES MAS COMUNES
NOMBRE NOMBRE COMUN PARTE DE LA ENZIMA

CIENTIFICO PLANTA INHIBIDA

Araquis hipogea Cacahuate, mani nuezosemila | T, Q, PL

Avena sativa Avena endospermo T

Beta vulgaris Remolacha roja tubérculo T

Brassica rapa Colza o nabo semilla T

Cicer arietinum Garbanzo semilla T

Glicine max Soya semilla T,Q,E, PL

Oryza sativa Arroz semilla T,S

Phaseolus coccineus | Frijol francés, ayocote | semilla T,Q

Phaseolus lunatus Frijol de lima semilla T,Q

Phaseolus vulgaris Frijol comun semilla T,Q,E

Pisum sativum Chicharo, guisante semilla T, PL

Solanum tuberosum Papa tubérculo T,Q,E, PL

Vacia faba Haba semilla T,Q, PL

Zea mays Maiz semilla T

T=Tripsina / Q= Quimiotripsina / E= Elastasa / PL= Plasmina

(Valle y Lucas, 2000).




Los inhibidores de proteasas mas estudiados son los que actian sobre la tripsina,
ya que es una enzima digestiva de gran importancia en la digestion de los animales

monogastricos como el hombre (Valle y Lucas, 2000).

[1.3.1 Inhibidores de tripsina.

La presencia de factores antinutricionales en los alimentos como el inhibidor de
tripsina de frijol de soya, ha sido reportada desde 1946. La mayoria de los
inhibidores nutricionales son de origen vegetal, sin embargo se han reportado en
algunos alimentos de origen animal. Estos son compuestos de naturaleza no
fibrosa que afectan el crecimiento y la salud de los animales, pero los factores
antinutricionales cumplen funciones de proteccién a la planta, contra el ataque de
hongos, bacterias, pajaros e insectos (Gomez y Quesada, 1998; Gémez y col.,
1998; Martinez y col., 2002; Villalobos y Espinoza, 2007).

Los inhibidores de proteasas son los factores antinutricionales mas conocidos;
encontrados principalmente en semillas crudas de leguminosas. Sin embargo,
también se encuentran en otros alimentos como: el huevo, la leche, los productos
lacteos y las papas. La presencia de este factor se ha estudiado principalmente en
el ovomucoide de los huevos de aves, en el amaranto, en la soya y en el frijol
(Duffus y Slaugther, 1985; Belmar, 2001; Muzquiz, 2006; Elizalde y col., 2009).

Estas enzimas contienen relativamente grandes cantidades de aminoacidos
azufrados, incluyendo la metionina. De esta forma, puesto que la metionina es el
aminoacido limitante en algunas leguminosas como la soya, el efecto del inhibidor
es incrementado por la pérdida de aminoacidos esenciales enddgenos, ya que se
encuentran en poca cantidad (Duffus y Slaugther, 1985; Oloyo, 2004; Kuo, 2004,
Elizalde y col., 2009).



Los inhibidores de proteasas son moléculas proteicas que tienen la capacidad de
formar complejos proteina-proteina con las proteinas digestivas inhibiendo de

forma competitiva su actividad catalitica (Valencia, 2009).

En la literatura se ha demostrado que los inhibidores de proteasas inhiben la
actividad in vitro de las enzimas digestivas tripsina y quimiotripsina humana,
afectando la digestibilidad proteica de las semillas y su calidad. Ademas pueden ser
causantes de retardo en el crecimiento de animales y humanos, también se les
atribuye ser los responsables de hipertrofia e hiperplasia pancreatica (Keshun,
1999; Valencia, 2009).

El inhibidor de tripsina que se encuentra en la secrecion pancreatica, es una
proteina pequefia de 6KDa, que se une fuertemente al centro activo de la tripsina,
dada su analogia con el sustrato, formandose un complejo muy estable (Teijon y
col., 2006).

Se ha informado que los inhibidores de tripsina se encuentran en el cotiledon del
frijol comun y su actividad inhibitoria es alrededor de 26.8 unidades inhibitorias/mg
(Gonzalez de Mejia y col., 2003).

Hay dos tipos principales de inhibidores de proteasas: Kunitz y Bowman-Birk. El
primero es una proteina cuyo peso molecular es de 20100 Da, tiene algunos
puentes disulfaro e inhibe principalmente a la tripsina y muy poco a la
guimiotripsina. El inhibidor Bowman-Birk es una proteina cuyo peso molecular es
de 8000Da, tiene algunos puentes disulfuro e inhibe tanto a la tripsina como a la
guimiotripsina en dos sitios diferentes (Di Pietro y Liener, 1989; Garcia, 2009).
Aunque hay discrepancia sobre la estabilidad de los dos tipos principales de
inhibidores de tripsina, Bilbao (2000) reporté que los inhibidores de tripsina se
eliminan completamente del grano cuando son sometidos a coccién con previo

remojo debido a que este Ultimo procedimiento puede facilitar una mayor



transferencia de calor al interior del grano y por tanto la total desnaturalizacion de
estos compuestos.

Por otro lado, también se ha demostrado que estos inhibidores se destruyen
sometiéndolos a la accion del vapor al igual que si se ponen en agua durante la
noche y se hierven (Linder, 1995; Shimelis y Rakshit, 2007). Estos tratamientos
térmicos desnaturalizan las proteinas mejorando su digestibilidad. Sin embargo, un
tratamiento por calor excesivo puede resultar en proteinas dafiadas, disminucion de
los aminoé&cidos disponibles y una digestibilidad mas baja de la proteina, lo que
representa pérdida de calidad y riesgo en productos comerciales procesados
(Belmar, 2001; Muzquiz, 2006).

Sin embargo, se ha demostrado, que la efectividad de los tratamientos por calor
dependen del pH, la temperatura, el tiempo de calentamiento, las condiciones de
humedad, el tamafio de particula y el tipo de semillas; por tanto, es recomendable
aplicar métodos combinados para minimizar el dafio en la calidad nutricional del
alimento y promover una mayor inactivacion; por ejemplo, es recomendable
después de germinar las semillas escaldarlas con agua hirviendo por tres minutos
para inactivar el 90% de inhibidor (Belmar, 2001; Muzquiz, 2006).

[1.4. Actividad ureésica.

La ureasa cuyo nombre sistematico es amidohidrolasa de urea, tiene un peso
molecular de 483 KDa. La ureasa consta de seis subunidades estructurales iguales

(Figura 1).
Lys*
kNH’
His y N
f( O/ko < j
N/ \_N
N “Ni___Ni—

/EN/! O /\N"}

O
His N%OHOOAw

His

Figura 1. Estructura de la ureasa (Teijon y col., 2006).
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La ureasa se utiliza como agente catalitico para la medicion cuantitativa de urea
(Figura 2). El hidroxido de amonio que se forma puede titularse y puede
relacionarse estequiométricamente con la cantidad de urea presente en una
muestra. Aunque la ureasa no es muy comdn en la naturaleza, esta enzima ha
tenido mas importancia en el desarrollo de la enzimologia moderna que ninguna

otra (Herrera y col., 2003).

Las investigaciones sobre la ureasa han permitido deducir un principio importante
en las reacciones enzimaticas; la funcion de los grupos -SH (sulfhidrilo) en la
catalisis. La ureasa posee tres o cuatro grupos activos, es una representante de
un gran numero de enzimas cuya actividad depende de la existencia de grupos -SH
intactos, procedentes de cisteinas que forman parte de la cadena polipeptidica de

la enzima (Herrera y col., 2003).

0
|-|z|~|—1'.t—nu-|2 + 3HL0 —— CO, + 2NH,OH

Figura 2. Esquema de la reaccion catalizada por la ureasa (Herrera y col., 2003).

Ademas de que esta enzima se encuentra en las semillas de los vegetales, también
se puede encontrar en algunos microorganismos e invertebrados. En las plantas, la
ureasa es un hexamero (Figura 1), consiste en seis cadenas idénticas, y se
encuentra en el citoplasma. En bacterias, esta formada por dos o tres subunidades
diferentes (Lorenc, 2008).

La ureasa no es perjudicial, sin embargo, los granos de soya en crudo contienen
otros compuestos que impactan sobre el estado nutricio, como los inhibidores de
tripsina. La presencia de estos compuestos no es facil de detectar, pero
afortunadamente, tiene un nivel similar de intolerancia al calor que la ureasa,

ambos son inactivados por el calor. Por lo que se ha sugerido medir la actividad
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ureasica presente en los frijoles de soya crudos, como indicativo de coccion, pues

su actividad disminuye.

La industria de alimentos utiliza esta prueba como una rutina rapida y sencilla, ya

gue sirve como un indicador muy confiable de la presencia o no de factores

antinutricionales (Lorenc, 2008).

La disminucion de la actividad ureasica esta correlacionada con la reduccion de la
actividad antitripsica, esto se comprueba con los resultados obtenidos por Arabay
Dale (1990) (Figura 3).

100 |
: 90'\\ :
|

70

60 ‘

40 |
| |

30

Y=-33.236X + Y3.022
= . R® = 0.9286

10

INHIRIDORES DE LA TRIPSINA DESTRUIDOS (%)
w
o
*

0 0.5 1 1.5 2 25
ACTIVIDAD UREASICA (cambio de pH)

Figura 3. Relacion entre la actividad ureasica vs actividad antitripsica (Arabay
Dale, 1990)
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[1.5. Métodos de Procesamiento.

En Africa y en Latinoamérica, el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la
leguminosa mas consumida, generalmente como granos enteros cocidos
(Sangronis y col, 20004). Pese a ello, continuamente se definen nuevas
condiciones de proceso con el objetivo e reducir o eliminar los factores

antinutricionales y mejorar la calidad proteica.

Diferentes métodos de procesado como el hervido (Jood y col., 1985; Shimelis and
Rakshit, 2007), remojo y germinacion (Matella y col., 2005) se han usado para
incrementar la utilizacién del frijol coman. El remojo previo del grano reduce los
tiempos de coccion, debido a que se produce un acondicionamiento de la cascara
que propicia que la matriz amilacea absorba agua, facilitandose el proceso de
gelatinizacion del almidon (Sangronis y col., 2002).

Adicionalmente a estos métodos se ha propuesto la utilizacion de métodos no
tradicionales como la extrusién con el objetivo de incrementar el uso de los frijoles
debido a que con este proceso se desactivan los antinutrientes termolabiles (Abd
El-Hady y Habuba, 2003; Rocha y col., 2006).

Hoy en dia se aplican estas nuevas tecnologias o se combinan varias de ellas para
obtener ingredientes con excelente calidad, de igual o mejor valor nutricional y en lo
posible, con diferentes propiedades funcionales para el desarrollo de productos

para la industria alimentaria (Sangronis y col., 2004).
[1.5.1 Extrusion.
La tecnologia de la extrusion se destaca en la industria de alimentos como un

proceso eficiente, utilizandose en el procesamiento de cereales y proteinas,

empleados para alimentacion humana y animal.
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Inicialmente esta tecnologia se desarroll6 para el formado de materiales, tales
como masas para galletas, almidones para producir a partir de ellos diversos tipos
de pasta, alimentos infantiles, y mas recientemente para la produccién de los
llamados alimentos listos para consumir. Actualmente se dispone de disefios muy
sofisticados de extrusores desarrollados en las Ultimas décadas. Una caracteristica
importante del proceso de extrusién es que es continuo y que opera en un estado
de equilibrio dinamico estacionario, donde las variables de entrada estan

equilibradas con las de salidas (Kokini y col., 1992, Cuggino, 2008).

La extrusion puede definirse como un proceso que involucra el transporte de un
material, bajo ciertas condiciones controladas, forzandolo a pasar por una boquilla
de una dada geometria y con un caudal masivo pre-establecido, durante este
transporte se produce la coccién parcial o total de los componentes de la mezcla
(Gonzélez y col., 2002).

El cocido por extrusion de los alimentos es un proceso tecnolégico mixto, por el
cual diversos biopolimeros (proteinas, almidones) o ingredientes alimenticios son
mezclados, transportados y termoformados en un sistema de baja humedad (por lo
general inferior al 18%), a temperaturas elevadas (140-190 °C) y a presiones altas
(10-20 Megapascales), durante un tiempo corto (15-60 segundos), utilizando
fuerzas de cizallamiento muy elevadas originadas por un tornillo sin fin. El cocido
por extrusion esta evolucionando rapidamente y ha pasado de ser un arte a una
ciencia por el cual se texturizan proteinas de plantas como la soya, se gelatinizan
almidones, se preparan alimentos infantiles, se produce queso fundido esterilizado,

se elaboran multitud de aperitivos, entre otras (Gil, 2010).

La aplicacion del proceso de extrusion modifica la estructura del almidon
incrementando la bio-disponibilidad del polimero, cambiando la textura y
propiedades funcionales del producto. La proteina, como segundo componente
principal en los extrudidos, puede sufrir desnaturalizacion y aumentar su
digestibilidad (Harper y Mercier, 1989).
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Dicho proceso también presenta varias ventajas sobre otros procesos debido a que
€s un proceso continuo con altos rendimientos y alta eficiencia energética. Su gran
versatilidad es debida a que al usar diferentes tipos de ingredientes mejoran su
textura y sabor, se pueden efectuar diferentes operaciones como coccion,
formacion, texturizacion y deshidratacion, ademas de que brinda un absoluto

control de la temperatura y textura (Harper y Mercier, 1989).

La coccion por extrusidn es una forma Unica especializada en el procesado de
materiales amilaceos debido a que se trata de un tipo de coccion a relativamente
bajos niveles de humedad, comparado con el horneado convencional o la coccién

de masas y pastas.

Los niveles de humedad utilizados estan en el intervalo de 10-40%, y a pesar de
estos bajos valores de humedad el material se transforma en un fluido dentro del
extrusor. Bajo estas condiciones las caracteristicas fisicas de las materias primas,
tales como el tamafio de particula, la dureza y el grado de plastificacion alcanzado
durante el proceso de extrusion llegan a ser determinantes para la transformacion
final del material. Otra caracteristica de la coccién por extrusiéon, como ya se dijo, es
gue resulta ser un proceso a altas temperaturas en tiempos cortos, pero ademas,
debido a los esfuerzos de corte que se desarrollan durante el transporte del
material a través del tornillo del extrusor, la temperatura se eleva rapidamente
(conversion de energia mecanica en calor por flujo viscoso) y asi la estructura del
material sufre transformaciones profundas en pocos segundos. La masa de
particulas (harina de cereales y/o legumbres) mas o menos hidratada, es
convertida en un fluido de muy alta viscosidad. A medida que ese fluido es
transportado, los elevados esfuerzos de corte en combinacion con la alta
temperatura, transforman a los elementos estructurales del material, es decir a los

granulos de almidon y a las estructuras proteicas (Gil, 2010).
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Los extrusores tienen elementos comunes en disefio y funcion pero no todos son
iguales, y por tanto se puede tener un producto final con las caracteristicas
deseadas. Los extrusores pueden ser clasificados como humedos o0 secos y como
simples o de doble hélice. La extrusion seca emplea niveles de humedad por
debajo del 20%. La extrusion seca no incluye preacondicionamiento y, por tanto,
su capacidad para procesar un amplio rango de ingredientes esté limitada

(Cuadro 3) (Rokey, 1995).

Cuadro 3. Pardmetros tipicos del proceso de extrusion.

PROCESO TEMPERATURA | PRESION | HUMEDAD GRASA | COCCI-
(°C) MAXIMA (%) MAXIMA ON*
(BBL) (%) (%)
Prensa granular 60-100 - 12-18 12 15-30
Expander/granular 90-130 35-40 12-18 12 20-55
Extrusion seca 110-140 40-65 12-18 12** 60-90
Extrusion Himeda
Hélice simple 80-140 15-30 15-35 22 80-100
Hélice doble 60-160 15-40 10-45 27 80-100

* Gelatinizacién del almidén medida enziméaticamente.
** | a extrusiébn seca procesa eficazmente la soya integral (18-20% de grasa) y otros ingredientes,
cuando la durabilidad final del producto no es un problema (Rokey, 1995).

Los componentes fisicos de los extrusores hiumedos se muestran en la Figura 4, el
funcionamiento general de este tipo de extrusores se detallara a continuacion: la
masa del alimento entra por un canal que atraviesa un preacondicionador de vapor,
alcanzando posteriormente la cubeta de extrusion. El preacondicionador hidrata la
masa hasta un 18-25% de humedad, y simultaneamente la calienta hasta los 80-
95° C en un plazo de tiempo de hasta 2,5 minutos. Esta fase, unida a hélices de
conduccion-positiva en la extrusion, permite procesar alimentos con hasta un 27%
de grasa (Cuadro 2). El tambor de extrusion aloja una serie de hélices segmentadas
y de cierres en cizalla que conducen y extrusionan el material a través de los
orificios de la matriz, que controlan el tamafo y la forma del granulo final. El vapor
se inyecta en el tambor de extrusién para alcanzar las condiciones de procesado

descritas en el cuadro 2. El tiempo de retencién en el tambor de extrusién puede ser
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tan bajo como 12 segundos. Este principio de combinar altas temperaturas con
cortos tiempo de procesado ha hecho de la extrusion un método efectivo de

tratamiento de ingredientes individuales y dietas completas (Rokey, 1995).

Los extrusores de doble hélice son los mas utilizados cuando se dan alguna de las
siguientes condiciones:

- Niveles de grasa en las muestras por encima del 17%
- Harinas de carne humedas u otros ingredientes humedos por encima del 35%
- Didmetro final del granulo por debajo de 1,5 mm (Rokey, 1995).

| ~— Silo de almacenamiento
de materias primas

/-\ Hélice de alimentacion
\ / de velocidad variable
et O
2 e | /Preacondicionadnr
% .

J. p‘. g‘ J. C— ‘.@ Cuchillas
~ ]]' H H ‘ﬁ 5;- Tambor de extrusion
N\ G y
JIT I I T 77777777 U U] |
= m S
| 7
| !
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— U

Figura 4. Componentes comunes de los extrusores humedos (de tornillo simple o
doble) (Rokey, 1995).
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. HIPOTESIS.

El proceso de extrusion es un método eficiente para inactivar los inhibidores de
tripsina y reducir la actividad ureasica en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).
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IV. OBJETIVOS.

IV.1 General.
Evaluar el efecto del proceso de extrusion sobre el contenido de los inhibidores de
tripsina y la actividad ureasica en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).

I\V.2 Especificos.
Comparar el contenido de inhibidores de tripsina (IT) en frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) por coccion tradicional con el sometido a diferentes condiciones de
extrusion.
Comparar el contenido de actividad ureésica en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

por coccion tradicional con el sometido a diferentes condiciones del proceso de

extrusion.
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V. METODOLOGIA.

V.1 Materiales.

V.1.1 Reactivos.

Tripsina, benzoil L-arginina 4-nitroalinina (BAPA) y Tris (hidroximetilamino metano),
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. El Kit para determinacion de urea se adquirio
de la marca RANDOX. Sulfoxido de dimetilo (DMSO) se adquirido de Mallinckrodt.
Los reactivos no especificados fueron adquiridos de J. T. Baker.

V.1.2 Materia prima.

El Frijol Bayo Madero fue donado por el Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Campus Experimental Bajio.

Maiz (Zea maiz L.) se adquirido en una comercializadora de granos del estado de

Quéretaro.

V.2 Métodos.

V.2.1 Proceso de coccion tradicional del frijol.

Para llevar a cabo este proceso se siguié la metodologia propuesta por Aparicio-
Fernandez (2005), primero se pesoO en un recipiente de aluminio 50 g de frijol
Bayo Madero limpio, a los cuales se les afadié 250 mL de agua HPLC, se tapo el
recipiente con papel aluminio y se coci6 a 90°C por un periodo de
aproximadamente 2.5 horas, pasado este tiempo el frijol se sometidé a un proceso
de secado a 60°C durante toda la noche y una vez secos los granos fueron
trituraron en un molino para café marca KRUPS GX4100.
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V.2.2 Proceso de extrusion de las muestras.

La extrusion de las diferentes muestras se llevO a cabo en un extrusor de
laboratorio de tornillo simple (prototipo CINVESTAV) (Figura 5), el cual tiene las
siguientes caracteristicas: diametro de 19 mm, relacion longitud:didmetro de 20:1,
relacion de compresion 1:1, dado de salida de 4.0 mm y una velocidad de tornillo
de 12 rpm. El barril se encuentra dividido en dos zonas (alimentacion y central)
calentadas independientemente mediante resistencias eléctricas y enfriadas con
aire. Una tercera zona, la cabeza del portadado, también es calentada por una
resistencia eléctrica (Pineda, 2009). En donde se mantuvieron constantes los
pardmetros de humedad y velocidad de tornillo con valores de 28% y 12 Hertz,
respectivamente. Lo que se vari6 fueron las temperaturas en las cuatro diferentes

zonas del extrusor.

Figura 5. Extrusor prototipo CINVESTAV.

Se probaron cuatro perfiles de extrusion en muestras unicamente de frijol, en los
gue se fue aumentando gradualmente la temperatura (Cuadro 4), los cuales fueron
denominados como P1, P2, P3y P4. Esto se hizo con la finalidad de encontrar las
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condiciones 6ptimas de pre-coccion, las cuales permitieran inactivar la mayor

cantidad de IT y por consiguiente de factores antinutricionales.

Cuadro 4. Rango de temperaturas utilizadas en los perfiles de extrusion.

PERFIL| T1(°C}y T2(°C)| T3(°C) T4 (°C)
P1 40 60 100 135
P2 40 60 100 150
P3 40 60 110 150
P4 40 60 120 150

Una vez probados los diferentes perfiles, se escogieron las condiciones de
extrusion empleadas en el P4 (40/60/120/150 °C), para extruir mezclas maiz:frijol
en diferentes proporciones las cuales fueron: 60:40, 70:30 y 80:20. Esto debido a
que el frijol extruido con dichas condiciones de temperatura presenté la mayor

inactivacion de IT.

Las mezclas de maiz:frijol se dividieron en dos grupos: las harinas extruidas
denominadas HE, en donde tanto frijol como maiz estaban extruidos; y un segundo
grupo las harinas crudas denominado HC donde solo el frijol estaba extruido y el
maiz estaba crudo. Estos dos grupos se hicieron en las tres proporciones
nombradas anteriormente, dando origen a 6 muestras las cuales son: HE 60:40, HE
70:30, HE 80:20, HC 60:40, HC 70:30 y HC 80:20.

V.2.3 Preparacion de los totopos.
Los totopos (T) se elaboraron a partir de las harinas extruidas (HE) en sus
diferentes proporciones (60:40, 70:30 y 80:20), las tres muestras resultantes fueron

denominadas T 60:40, T 70:30 y T 80:20. Como primer paso se hidrataron las
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diferentes harinas hasta formar una masa, la cual posteriormente se troquelo en
forma de tortilla y finalmente estas fueron sometidos a un tratamiento térmico extra,
dicho tratamiento consistio en calentar la tortilla a 250°C durante 10 segundos por
cada lado, pasado este tiempo se dejo secar la tortilla a temperatura ambiente y se

corto en forma de cuadritos.

V.2.4 Cuantificacion de los inhibidores de tripsina.

El método para determinar los inhibidores de tripsina se llevé a cabo de acuerdo al
meétodo propuesto por Oppert y col. (1997), adaptado a microplaca. Brevemente,
las muestra de frijol, las mezclas maiz/ frijol extruidas y sin extruir en sus diferentes
proporciones (60:40, 70:30 y 80:20) y los totopos también en sus diferentes
proporciones (60:40, 70:30 y 80:20) se molierén y pasarén por una malla No.60. A
un gramo de cada muestra se le adicionaron 10 mL de NaOH 0.01N y se
mantuvieron en agitacion por tres horas a temperatura ambiente. Al finalizar la
agitacion la muestra se centrifugé a 10,000 g durante 20 minutos y se ajusto el pH a
8.2con HCI 0.1N, el sobrenadante se conservo a 4°C hasta su medicion.

Se colocaron 100 pL de la solucién del extracto en los cuatro pozos superiores de
una microplaca de 96 pozos (hilera A). En los cuatro pozos restantes, de las hileras
B a H, se colocaron 50 puL de la solucién amortiguadora de Tris/CaCl, 0.05M pH 8.2
[se prepard disolviendo 0.605 g de Tris (hidroximetilamino metano) y 0.294 g de
CacCl,, en 80 mL de agua, se ajusto el pH a 8.2 con HCI 1N y se aforo a 100 mL],
con la ayuda de una micropipeta multiple, se tomaron 50 pL de la hilera A y se
pasaron a la B, se mezclaron y tomaron de nuevo 50 puL, los cuales se transfirieron

a la hilera C y asi sucesivamente hasta la G, para hacer diluciones.

La hilera H quedo sin extracto y se uso como control positivo. Posteriormente se

afiadieron 50 pL de solucion de tripsina [se prepar0 disolviendo 2.5 mg de la
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enzima en 50 mL de la solucién amortiguadora de Tris/CaCl, 0.05M], a cada pozo
de tres columnas, desde A hasta H. A la cuarta columna se le afadié solamente 50

uL de la solucién amortiguadora de Tris/CaCl, 0.05M por pozo (como blanco).

La microplaca se mezclo en una plancha de agitacién durante 20 min. Al finalizar la
reaccion se afadieron a cada pozo 50 ulL del sustrato benzoil L-arginina 4-
nitroalinina (BAPNA) [se prepar0 disolviendo 15 mg de BAPNA en 0.5 mL de
sulféxido de dimetilo (DMSO) y se afor6é a 50 mL con la solucibn amortiguadora de
tris/CaCl, 0.05M]. Se mezclo de nuevo en placa de agitacion durante 5 min. Se
midio la absorbancia de las muestras a 405 nm en el lector de ELISA, registrandose

la lectura a los 10 minutos de haber comenzado la reaccion (Figura 6).

1 2 3 4 3 ] 7 g 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
Sim extracto
£ £ £
E 5 =
= = =

Figura 6. Microplaca de titulacion para determinar inhibidores de tripsina.

Los resultados se expresaron como UIT/mg, donde una unidad inhibidora de
tripsina (UIT) se define como la cantidad del inhibidor que inhibe 1 pg de tripsina

pura (Gonzalez de Mejia y col, 2005)
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V.2.5 Determinacion de la actividad ureasica

El método para determinar la actividad ureasica se llevd a cabo de acuerdo al

método propuesto por Olguin y col. (2001) con algunas modificaciones.

Cada una de las muestra de frijol, las mezclas maiz/ frijol extruidas y sin extruir en
sus diferentes proporciones (60:40, 70:30 y 80:20) y los totopos también en sus
diferentes proporciones (60:40, 70:30 y 80:20) se molieron y se pasaron por una
malla No.60. Se prepararon extractos segun la metodologia descrita por Liener y
Hill (1953) para la determinacion de la actividad hemaglutinante de productos de
soya. Brevemente, se incubaron 5 g de muestra con 25 mL de NaCl 0.9% estéril
durante 1 hora a una temperatura de 4-8°C. Al final de la incubacion se
centrifugaron durante 15 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante se mantuvo a 4°C

hasta su analisis y se denomino reactivo enzimético.

Se empled el kit de la marca RANDOX MR para determinar urea, el cual contenia los
siguientes reactivos: R1a. Ureasa = 5000 U/L; R1b. Tampédn fosfato 120 mmol/L
pH 7 (conteniendo: salicilato sédico 64.4 mmol/L, nitroprusiato sédico 5.00 mmol/L
y EDTA 18 mmol/L); R2. Hipoclorito 18 mmol/L e hidréxido sodico 750 mmol/L y

CAL. el cual contenia urea de un lote especifico.

A 20 pL del extracto considerado como reactivo enzimético se incubé con 20 pL
de la solucion CAL del kit durante 5 minutos a 37 °C. Posteriormente se agregaron
0.5 mL del reactivo R1b y 0,5 mL del reactivo R2 y se incubd nuevamente durante 5
minutos a 37 °C, se leyeron las absorbancias a 600 nm en un espectrofotometro
(UV-visible, Perkin-Elmer Lambda 40, Software UV Win Lab v. 2. 85. 04, 2000).

En el caso del control en lugar de agregar los 20 pL del extracto se agregaron 20
pL de la solucion Rla del kit y se siguid el mismo procedimiento mencionado

anteriormente para cada una de las muestras.
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Los valores de la lectura se corrigieron teniendo en cuenta la cantidad de muestra
gue representa el volumen de extracto y refiriéndola a 200 mg, cantidad de muestra

empleada en el método de referencia.
La actividad uredsica de las diferentes muestras se expresé como porcentaje
respecto de la actividad de la ureasa comercial sin diluir a la que se le atribuyo
100% de actividad.

V.3 Disefio experimental.
Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado, se realiz6 un analisis

de varianza (p< 0.05), haciendo una comparacion de medias por Tukey. Los

resultados se expresaron como la media * el error estandar.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Cuantificacion de inhibidores de tripsina en frijol, mezclas (maiz/frijol) y

totopos.

Los resultados del contenido de inhibidores de tripsina para frijol sometido a
diferentes procesos térmicos, mezclas de harinas maiz/frijol y totopos generados a
partir de las mezclas extrudidas se muestran en el Cuadro 5.

Se puede observar que el proceso de coccion tradicional (FCT) fue el que redujo en
mayor cantidad a los inhibidores de tripsina teniendo un porcentaje de reduccion del
96%, con respecto al frijol crudo (FC), el cual present6 el mayor contenido de
inhibidores con 16.55 + 0.52 UIT/mg.

En cuanto a los cuatro perfiles de extrusién evaluados, el P4 obtuvo el mayor
porcentaje de reduccion de IT alcanzando un 56%, mientras que el menor
porcentaje de reduccion lo obtuvo el P1 con un 26%, observandose diferencia
estadistica entre estos dos perfiles. Por lo que las mezclas extruidas maiz/frijol (HE)
en las proporciones 60:40, 70:30 y 80:20 fueron extruidas con las mismas
condiciones de temperatura empleadas en el P4 (40°C/60°C/120°C/150°C), al igual
que el frijol empleado en las mezclas maiz/frijol (HC) en las mismas proporciones.

En las harinas crudas (HC), donde sélo el frijol recibié un pre-tratamiento térmico y
el maiz estaba crudo, se encontraron niveles de inhibidores de 12.28 + 0.13, 11.75
+ 0.17 y 9.13 £ 0.24 UIT/mg para las HC 60:40, HC 70:30 y HC 80:20,
respectivamente, mostrando diferencia estadistica significativa en comparacién con

el frijol crudo y cocido.

26



Cuadro 5. Contenido de inhibidores de tripsina (IT) en frijol, mezclas (maiz/frijol) y

totopos.
MUESTRAS INHIBIDORES DE TRIPSINA | REDUCCION DE IT
(UIT/mg) (%)
FC 16.55 +0.522 0
FCT 0.62+0.01" 96
P1 12.02 +0.30 ®© 27
P2 11.12+0.34 @ 33
P3 9.75 + 0.47% 41
P4 7.30 + 0.24 56
HC 60:40 12.28 + 0.13° 26
HC 70:30 11.75+0.17° 29
HC 80:20 9.13 + 0.24° 45
HE 60:40 7.18 +0.20° 57
HE 70:30 6.77 +0.22f 59
HE 80:20 5.98 + 0.13 64
T 60:40 2.29 + 0.32¢ 86
T 70:30 1.67 +0.04 ¢" 90
T 80:20 1.18+0.40 ¢" 93

IT= inhibidores de tripsina, UIT= unidad inhibidora de tripsina, FC= frijol crudo,
FCT= frijol cocido tradicionalmente, P1=frijol extrudido a 40°C/60°C/100°C/135°C,
P2= frijol extrudido a 40°C/60°C/100°C/150°C, P3= frijol extrudido a
40°C/60°C/110°C/150°C, P4= frijol extrudido a 40°C/60°C/120°C/150°C, HC 60/40=
mezcla de 60% maiz crudo/ 40% P4, HC 70/30= mezcla de 70% maiz crudo/ 30%
P4, HC 80/20= mezcla de 80% maiz crudo/ 20% P4, HE 60/40= mezcla de 60%
maiz/ 40% frijol ambos extruidos con condiciones P4, HE 70/30= mezcla de 70%
maiz/ 30% frijol ambos extruidos con condiciones P4, HE 80/20= mezcla de 80%
maiz / 20% frijol ambos extruidos con condiciones P4, T60/40= totopo generado a
partir de la mezcla HE 60/40 , T70/30= totopo generado a partir de la mezcla HE
70/30, T80/20= totopo generado a partir de la mezcla HE 80/20.

Cada valor representa el promedio de tres experimentos + ES. Letras diferentes por
columna indican diferencia significativa (p< 0.05) prueba de Tukey.
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En las harinas extruidas (HE), donde frijol y maiz fueron extruidos, se alcanzaron
los mayores porcentajes de inhibicion debido al proceso de extrusion, los cuales
fueron de 57, 59 y 64% para HE 60:40, HE 70:30 y HE 80:20 respectivamente, no

encontrandose diferencia significativa entre estas harinas con el P4.

Los totopos mostraron bajos valores de IT que iban desde 2.29 + 0.32, 1.67 + 0.04
y 1.18 = 0.40 UIT/mg, para T 60:40, T 70:30 y T 80:20, respectivamente,
alcanzandose altos niveles de reduccion (86 a 93%), similares a los FCT en el cual
se obtuvo un porcentaje de reduccién del 96%. Los totopos T 70:30 y T 80:20 no

mostraron diferencia estadistica significativa en comparacion con el FCT.

VI.2 Actividad ureasica de muestras de frijol, mezclas (maiz/frijol) y totopos.

En el Cuadro 6 se muestran los resultados de la actividad ureésica residual
obtenidos en las diferentes muestras de frijol, mezclas de maiz frijol y totopos
elaborados a partir de dichas mezclas, sometidos a diferentes tratamientos

térmicos.

Los resultados obtenidos de actividad ureasica residual mostrarén una tendencia
similar a la de los inhibidores de tripsina en los diferentes tratamientos. Al control de
muestra (CTR) se le asigné el 100% de actividad y a partir de esta se compararon

los demas tratamientos.

El frijol crudo (FC) presento un alto porcentaje de actividad ureasica residual el cual
fue de 47.6 £ 0.32 %, mientras que el frijol cocido tradicionalmente (FCT) obtuvo el
porcentaje mas bajo con un valor de 3.2 + 0.36 %. Cabe destacar que todos los
tratamientos mostraron diferencia estadistica significativa en comparacion con el
CTR.
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Cuadro 6. Actividad uredsica en muestras de frijol y mezclas (maiz/frijol) y totopos.

Muestra Actividad Ureasica (%)
CTR 100 + 1.512
FC 47.6 +0.32°
FCT 3.2+ 0.36X
P1 40.2 +0.39°
P2 38.9 + 0.22°
P3 30.6 + 1.60¢
P4 23.5+0.169
HC 60:40 28.1+ 0.07%
HC 70:30 26.3 + 0.07°
HC 80:20 24.2 + 0.059
HE 60:40 21.8+0.07%"
HE 70:30 18.9 + 0.24"
HE 80:20 14.3 + 0.52'
T 60:40 8.9 + 0.051/
T 70:30 6.6 + 0.38’
T 80:20 3.2 +0.08¢

CTR= control(ureasa pura), FC= frijol crudo, FCT= frijol cocido tradicionalmente,
P1= frijol extrudido a 40°C/60°C/100°C/135°C, P2= frijol extrudido a
40°C/60°C/100°C/150°C, P3= frijol extrudido a 40°C/60°C/110°C/150°C, P4= frijol
extrudido a 40°C/60°C/120°C/150°C, HC 60/40= mezcla de 60% maiz crudo/ 40%
P4, HC 70/30= mezcla de 70% maiz crudo/ 30% P4, HC 80/20= mezcla de 80%
maiz crudo/ 20% P4, HE 60/40= mezcla de 60% maiz/ 40% frijol ambos extruidos
con condiciones P4, HE 70/30= mezcla de 70% maiz/ 30% frijol ambos extruidos
con condiciones P4, HE 80/20= mezcla de 80% maiz / 20% frijol ambos extruidos
con condiciones P4, T60/40= totopo generado a partir de la mezcla HE 60/40 |,
T70/30= totopo generado a partir de la mezcla HE 70/30, T80/20= totopo generado
a partir de la mezcla HE 80/20.

Cada valor representa el promedio de tres experimentos = ES. Letras diferentes
por columna indican diferencia significativa (p< 0.05) para la prueba de Tukey.

29



En el caso de los cuatro perfiles de extrusion se obtuvieron porcentajes de ureasa
residual de 23.5 + 0.16 a 40.2 + 0.39, en donde el P4 registré el menor porcentaje,
presentando ademas diferencia estadistica significativa con los otros tres perfiles.
Lo anterior indica que el perfil de extrusion niamero cuatro (P4) fue el mas eficaz,
dentro de los cuatro perfiles de extrusibn que se probaron, para inactivar los

factores antinutricionales presentes en el frijol.

En las HC se obtuvieron porcentajes de actividad ureasica residual muy parecidos
entre si, los cuales fueron de 28.1, 26.3 y 24. 2% para las harinas crudas (HC) en
sus diferentes proporciones 60:40, 70:30 y 80:20, respectivamente, donde dichos
porcentajes presentaron diferencia estadistica significativa en comparacién con el

FC, mostrando que el pretratamiento térmico en el frijol tuvo un efecto positivo.

En cuanto a las HE, éstas presentaron bajos porcentajes de actividad ureasica
residual, donde la HE 80:20 present6 el menor porcentaje (14.3 £ 0.52 %), debido al
proceso de extrusion, siendo estadisticamente diferente a las otras dos HE 60:40 y
70:30, las cuales obtuvieron porcentajes de actividad ureasica residual de 21.8 +
0.07 y 18.9 £ 0.24%, respectivamente.

En los totopos se obtuvieron porcentajes de actividad uredsica similares a los del
frijol cocido tradicionalmente (FCT), dichos porcentajes son 8.9 + 0.05, 6.6 + 0.38y
3.2 £ 0.08% para los totopos (T) en sus diferentes proporciones 60:40, 70:30 y
80:20 respectivamente, donde el T 80:20 no presentd diferencia estadistica

significativa en comparacion con el FCT.
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VIl. DISCUSION

VII.1. Cuantificacion de inhibidores de tripsina en frijol, mezclas (maiz/frijol) y

totopos.

El frijol crudo (FC) present6 un alto contenido de IT de 16.55 + 0.52 UIT/mg. Esto se
esperaba ya que el FC no recibié ningun tratamiento térmico que inactivara dichos
inhibidores. Este resultado difiere con lo reportado por Guzman y col. (2002)
estudiaron el contenido de IT en frijol sembrado en cinco localidades del Altiplano
de México; reportando para Bayo Victoria un promedio de 8.3 UIT/mg. Por otro lado,
también, Iniestra y col. (2005) quienes estudiaron el contenido de inhibidores de
tripsina en 16 variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) de diferentes
colores de granos: negro, pinto, bayo, azufrado, flor de mayo y blanco, encontrando
gue el contenido de inhibidores de tripsina oscil6 entre 4.78 y 12.22 UIT/mg,

reportando para frijol bayo 9.24 + 0.36 UIT/mg.

Parte de la variacion se explica por las diferencias observadas entre cultivares, asi
como las diferentes condiciones ambientales a las que éstos fueron expuestos y el
tipo de cosecha al cual fueron sometidos. Howard y col. (1996) sugieren una
influencia de las precipitaciones pluviales en la expresién de IT y un efecto de la
sequia durante el desarrollo de la semilla, de la calidad y el valor nutritivo de varias
especies de leguminosas. A su vez, Piergiovanniy Pignone (2003) sugieren que la
sequia y el estrés térmico durante el crecimiento vegetativo puede favorecer el
aumento de expresion de IT. Por otro lado, Pisulewska y Pisulewski (2000)
evaluaron el efecto de dos técnicas de cosecha; una directa y otra en dos fases, en
cinco plantas leguminosas (frijoles, chicharo, arveja, lentejas y habas de soya), en
la composicién quimica proximal y la actividad del IT durante un periodo de 3 afios.
Ellos reportaron que los IT de las semillas fueron significativamente alterados
(p<0,05) por las técnicas de cosecha, siendo la técnica de dos fases la mas eficaz
para reducir los IT.
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En el FCT se obtuvieron valores residuales de inhibidores de tripsina muy bajos de
0.62 + 0.01 UIT/mg. Esto se debe a que el calor provoco la desnaturalizacion de las
proteinas y debido a esto el inhibidor perdi6 su conformacién original y por
consiguiente su actividad inhibitoria. Esta actividad residual se puede explicar ya
gue estudios en diferentes leguminosas muestran que por medio de la coccién, se
puede reducir significativamente la actividad de los inhibidores, pero persiste una
actividad residual de los inhibidores de proteasas atribuidos a la presencia de
factores termoestables los cuales parecen aumentar con el tratamiento
térmico(Gémez, 1990). Este valor cae dentro de lo reportado por Pérez y col. (2002)
guienes estudiaron 49 genotipos de P. vulgaris cocidos, los resultados se ubicaron
en el intervalo de 0.50 a 1.97 UIT/mg, con un coeficiente de variacion intermedio
(24.9%). Por otro lado Jacinto y col. (2002) reportaron valores de 2.19 y 2.50
UIT/mg para frijol Bayo Mecentrenal y Bayo Victoria, respectivamente; valores que
se encuentran por arriba de los obtenidos en este trabajo; las diferencias se pueden
deber a factores como el tiempo y temperatura de coccion. Por ejemplo, Jacinto y
Campos (2003) reportaron que una baja actividad del inhibidor de tripsina en el frijol
cocido esta mas correlacionada con un mayor tiempo de coccién y un menor
tamafio de grano que con el contenido del mismo inhibidor en el frijol crudo;
ademas, observaron que en la mayoria de los casos la actividad del inhibidor de

tripsina tendié a disminuir mientras mas prolongado fue el tiempo de coccion.

En el caso de los cuatro perfiles de temperatura de extrusion se observa una clara
tendencia de disminucion del contenido de inhibidores de tripsina conforme se va
aumentando la temperatura de salida del extrusor la cual fue aumentando de 100 a
150°C (Cuadro 5), alcanzando una maxima reduccion del 56% en el P4 con una
temperatura de salida del extrusor de 150°C. A pesar de que si se obtuvo una
reduccion significativa de IT se detectd todavia una cantidad residual de estos
compuestos después del proceso de extrusion. Esto se puede deber a la presencia
del inhibidor de Bowman Birk, ya que como se sabe hay dos tipos principales de

inhibidores de tripsina Kunitz y Bowman-Birk. Sin embargo, diversos estudios han
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informado que el inhibidor de Kunitz purificado se desnaturaliza de forma reversible
por calentamiento corto a 80°C e irreversiblemente por calentamiento a 90°C,
mientras que el inhibidor Bowman-Birk es mas resistente a la desnaturalizacién que
el de Kunitz, debido a la cantidad de enlaces disulfuro presentes en su estructura,
ya que dichos enlaces estabilizan la forma activa del inhibidor. El inhibidor de Kunitz
contiene 2 puentes disulfuro mientras que el Bowman-Birk posee 7, es por ello que
cuando este inhibidor purificado se calienta en ambiente seco a 105°C o en
solucion acuosa al 0.02% durante 10 minutos a 100 °C no se produce pérdida de
actividad. Fenneman (2001) reporté que se requiere someter la leguminosa a un
proceso en autoclave durante 20 minutos a la presién de 1 Kg/cm? para inactivar
totalmente el inhibidor Bowman-Birk. A demas, se ha encontrado actividad residual
del inhibidor de tripsina aun en alimentos preparados a partir de frijoles procesados
(Wang y Chang, 1988).

Por otro lado Martin y col. (1999) evaluaron el efecto del proceso de extrusién en
las propiedades nutrimentales y fisicoquimicas de Phaseolus vulgaris L., usaron
diferentes temperaturas y humedades de extrusion, obteniendo un contenido de IT
2.4 UIT/mg, en frijol tratado con 30% de humedad y 140°C, logrando una
destruccion del 100% con un 30 % de humedad y a una temperatura de 180°C. A
demas evaluaron otros factores antinutricionales como inhibidores de a-amilasa y
lectinas y encontraron que los inhibidores de tripsina fueron los mas
termorresistentes. Estos resultados difieren con los obtenidos en este estudio ya
que el P4 obtuvo la méaxima reduccién con un contenido de IT de 7.30 + 0.235

UIT/mg con una temperatura de 150°C y una humedad del 28%.

Estas diferencias pueden deberse a las condiciones de temperatura, tiempo,
humedad y tipo de extrusor empleados en ambos trabajos, ya que se ha
demostrado que la efectividad de los tratamientos por calor dependen del pH, la
temperatura, el tiempo de calentamiento, las condiciones de humedad, el tamafo
de particula y el tipo de semillas (Belmar, 2001; Muzquiz., 2006). Con temperaturas
altas, calentamientos prolongados, tamafo reducido de particula y altos contenidos
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de humedad se produce la mayor destruccion de los inhibidores de tripsina. Sin
embargo, el calentamiento excesivo tiene efectos perjudiciales sobre la calidad
nutritiva de la proteina, por lo que debe llegarse a un equilibrio con el fin de
optimizar el tratamiento (Belmar, 2001; Muzquiz., 2006). Por lo anteriormente
mencionado no se probaron temperaturas de extrusibn més elevadas, ya que con
temperaturas mayores habria una notoria disminucién en la calidad nutritiva de la

proteina.

En las harinas crudas (HC) se obtuvo un incremento estadisticamente significativo
en el contenido de IT con respecto al P4 (Cuadro 4). Esto no se esperaba ya que el
frijol empleado en las diferentes HC (60:40, 70:30 y 80:20) se habia extruido con las
condiciones de extrusion del P4. Este incremento se puede explicar debido a que el
maiz estaba crudo. Al principio se sugirié que el maiz no contenia IT; sin embargo,
por los resultados obtenidos se procedi6 a determinar el contenido de inhibidores de
tripsina en el maiz crudo teniendo un resultado de 3.28 + 0.26 UIT/mg, con lo cual
se explica dicho incremento. Ademas, la FAO (1995) reporta que el maiz (Zea mayz)
contienen factores antinutricionales como inhibidores de proteasas, &cido fitico,
factores estrogenos e inhibidor de invertasa. También Valle y Lucas (2000)

presentaron que el maiz (Zea mayz) contiene IT (Cuadro 2).

En el caso de las mezclas extruidas HE se obtuvieron porcentajes de reduccion de
IT mayores al 50% (Cuadro 4), reduciendo a un nivel seguro el contenido de IT en
las diferentes HE. Se reportan diversos niveles de seguridad en el contenido de IT
en leguminosas, sobre todo en lo que respecta a la alimentaciéon animal, ya que los
animales comen los granos crudos por lo que son mas susceptibles a los
problemas que trae consigo el consumo de factores antinutricionales, estos valores
van de 5 a 10 UIT/mg. Por ejemplo, Zarkadas y Wiseman (2000) sometieron a
extrusion granos de soya a temperaturas entre 70 y 150 °C y las suministraron a
lechones de 10 a 27 kg, observando que los mejores resultados productivos se
obtienen con niveles de IT en soya inferiores a 5 UIT/mg. Estos valores solo se

conseguieron con temperaturas en el extrusor superiores a los 110°C. Mientras que
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Rueda (2006) reporta que un tratamiento térmico 6Optimo se debe obtener un
producto con menos de 10 UIT/mg de materia seca.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren con lo reportado por Anton y col.
(2009) quienes produjeron botanas extruidas de harina de maiz enriquecidas con
frijol Rojo y Navy en proporciones el 15, 30 y 45%, logrando una reduccioén de los IT
del 100% en todas las muestras. Dicha diferencia se puede deber a las diferentes
condiciones usadas en el proceso de extrusion, como ya se discutio anteriormente
en el caso de los perfiles, ademés de la diferencia entre variedades de frijol, asi
como el tipo de cosecha y condiciones climaticas a las que fueron expuestos.

El menor contenido de IT se encontrod en los totopos (Cuadro 5) y este resultado era
de esperarse debido a que los totopos se sometieron a un proceso térmico adicional
a la extrusion, el cual permitié reducir ain mas el contenido de los mismos. Sin
embargo, aun después de someterlos a tan altas temperaturas se encontraron
valores residuales. Esto se puede explicar ya que los procesos térmicos
desnaturalizan su caracter proteico y, por consiguiente, su efecto inhibidor, por lo
gue en condiciones normales no suelen producir efecto alguno. No obstante, suele
guedar un valor residual del inhibidor del 5 al 20%, cuya significancia toxicoldgica es
aun desconocida (Gil, 2010). También hay que recordar que desde la extrusion de
las harinas se tenian niveles seguros de IT. La reduccion de estos factores es
importante ya que interfieren en la protedlisis digestiva, impiden la absorcién de
aminoacidos, por lo que el efecto a largo plazo se traduce en una disminucién del
crecimiento. Numerosos estudios han puesto de manifiesto que estos inhibidores de
la protedlisis pueden ocasionar una hipertrofia pancreéatica, con aumento de su
actividad proteolitica pero con actividades de amilasa y lipasa inalteradas. Esta
hipertrofia pancreatica varia de unas especies animales a otras, siendo el hombre

una especie poco suceptible (Gil, 2010).

Por otro lado, varios autores han demostrado que es recomendable aplicar métodos

combinados para minimizar el dafio en la calidad nutricional del alimento y promover
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una mayor inactivacion de los IT. Por ejemplo, es recomendable después de
germinar las semillas escaldarlas con agua hirviendo por tres minutos para inactivar
el 90% del inhibidor (Belmar, 2001; Muzquiz 2006; Elizalde y col. 2009).

VII.2 Determinacion de actividad ureasica en muestras de frijol, mezclas

(maiz/frijol) y totopos.

Todos los reportes existentes en los que se mide la actividad uredsica se enfocan
Unica y exclusivamente para la soya y sus derivados, debido a que la soya contiene
un alto porcentaje de IT. Se ha reportado que el inhibidor de Kunitz representa un
promedio de 1.4 % del total de proteina de la soya, mientras que el Bowman-Birk se
encuentra en promedio en un 0.6% (Ortiz, 2009), por lo tanto, también tiene una
buena proporcion de la enzima ureasa (esto en el grano crudo). Sin embargo dichos
reportes utilizan una técnica diferente para medir la actividad ureasica, cuyo
fundamento se basa en determinar la actividad de la ureasa como una funcion del
incremento de pH al actuar la enzima sobre un sustrato (urea) por la liberacién de
amoniaco (NMX-Y-117-SCFI-2004). Sin embargo, al tratar de aplicar esta técnica a
muestras de frijol no obtuvimos resultados favorables, ya que el pH no manifestaba
ningun cambio y se vio que esta técnica no era aplicable al frijol, por lo que se tuvo

gue buscar un método alterno.

El método alternativo empleado se bas6 en medir la actividad ureasica por su accion
hidrolitica de urea y posterior alcalinizacion del amonio producido mediante la
reaccion de Berthelot. Para obtener el porcentaje de actividad uredsica residual en
cada una de las muestras se comparé con un control de ureasa pura (CTR), al que

se le asigno el 100% de actividad (Cuadro 6).

Los resultados obtenidos en este estudio nos sirvieron para corroborar los obtenidos

en la cuantificacion de IT, ya que estos resultados siguieron la misma tendencia que
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los de IT. Con lo que se comprueba una vez mas que la enzima ureasa tiene un
nivel de intolerancia al calor muy parecido al de los IT. Esto se puede deber a que la
enzima ureasa posee tres 0 cuatro grupos activos y es la representante de un gran
numero de enzimas cuya actividad depende de la existencia de grupos sulfhidrilo
intactos procedentes de cisteinas que forman parte de la cadena polipeptidica de la
enzima (Herrera y col., 2003). Ademdas, como ya se discutié los grupos sulfhidrilo
presentes en los IT son los que le dan la estabilidad a la conformacién activa del
inhibidor y, dependiendo de la cantidad de los grupos sulfhidrilo en la estructura del

IT éstos son mas o menos termolabiles.

En el caso del FC se obtuvo el mayor nivel de actividad ureasica (Cuadro 6); sin
embargo, este resultado es significativamente diferente al CTR, resultado que se
esperaba ya que el frijol contiene un bajo contenido de enzima ureasa en
comparacién con la soya. Olguin y col. (2001) reportaron una actividad urasica
residual en soya cruda del 57.5 + 0.825 %. Cabe destacar que este estudio de
Olguin y col. (2001) es el unico articulo encontrado que utiliza el mismo método

usado en este trabajo y en el cual nos basamos, solo lo aplican a productos de soya.

Para los perfiles de extrusiébn se vio la misma tendencia de disminucion del
contenido de actividad ureasica conforme aumentaba la temperatura (Cuadro 6),
comprobando que P4 fue el mas eficaz, disminucidbn que se atribuye a que la
temperatura provoca la desnaturalizacion de la enzima ureasa. La temperatura a la
cual la actividad catalitica es maxima se llama temperatura 6ptima. Por encima de
esta temperatura, el aumento de velocidad de la reaccién debido a la temperatura es
contrarrestado por la pérdida de actividad catalitica debida a la desnaturalizacién
térmica, y la actividad enzimatica decrece rapidamente hasta anularse (Fenneman,
2001). Por su parte, Rackis y col. (1986) informaron que se precisa absorber un
minimo de 1.200 joules (J) de energia por gramo para inactivar la enzima ureasa y
1.670 J para destruir el 95% de los inhibidores de la tripsina presentes en el grano

de soya.
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También se sabe que al recibir un tratamiento de temperatura excesiva, algunos
aminoacidos libres, en especial la lisina por poseer un grupo amino-épsilon libre, y
otros como cistina, histidina y acido aspartico, reaccionan con azucares reductores o
acidicos para formar enlaces inter e intramoleculares resistentes al ataque
enzimatico o bien forman compuestos indisponibles como la lisoalanina,
reduciéndose asi la solubilidad y la digestibilidad de la proteina. Ademas, un
tratamiento inadecuado reduce la estabilidad oxidativa de la grasa contenida en la

semilla de soya (Ramos y col., 2006).

En el caso de las harinas crudas (HC) se obtuvieron valores residuales de actividad
uredsica ligeramente mayores que para las harinas extruidas (HE), concordando con
los resultados obtenidos para IT. Esto a pesar de que no se ha reportado en la
literatura la presencia de la enzima ureasa en el maiz; sin embargo, recordemos que
el frijol contenido en estas harinas solo recibié un pretratamiento térmico con las
condiciones de extrusidbn empleadas en el perfil cuatro (P4) y si se observa el
contenido residual de actividad ureasica en las diferentes HC (60:40, 70:30 y 80:20)

se tiene resultados muy parecidos a los encontrados en el P4 (Cuadro 6).

En las HE se obtuvieron valores bajos de actividad ureasica residual (Cuadro 6); sin
embargo, no se han reportado estudios que indiquen estandares Optimos de
actividad ureésica, por lo que no se puede decir que los valores aqui obtenidos
sean seguros o0 que no lo sean. En este estudio se midieron los IT y se vio que se
lleg6 a niveles seguros de los mismos, se puede decir que los valores de actividad
uredsica aqui reportados también indican niveles de seguridad en cuanto al
contenido de factores antinutricionales y el buen cocimiento de las harinas extruidas
(HE). Esto se logro debido a que en el proceso de extrusion de un cereal con una
leguminosa, la desnaturalizacion de los almidones y la gelificacion vy
desnaturalizacion de las proteinas, se produce a temperaturas similares. Cabe
destacar que los almidones comienzan a gelatinizarse alrededor de los 65 °C y la
gelatinizacion completa se produce entre los 80 y 90 °C (Herrera y col., 2003). Las

proteinas comienzan a volverse insolubles aproximadamente a los 75 °C y a
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desnaturalizarse irreversiblemente entre los 100 y 120 °C. Por lo tanto, el proceso
de extrusion da lugar a una mejor digestibilidad de ambos nutrientes (Herrera y col.,
2003).

Otro parametro de extrusion que también fue de suma importancia fue el contenido
de humedad, ya que si la humedad es excesiva, la mezcla de cereal-leguminosa
pasara rapidamente por el extrusor, bajara la temperatura de coccion y se obtendra
un producto con factores antinutricionales activos y con un contenido de humedad
potencialmente inestable (Herrera y col., 2003). También debe tomarse en cuenta la
temperatura de procesamiento ya que tanto una deficiencia como un exceso de
temperatura perjudican la disponibilidad de la fraccién proteica. En el primer caso,
parte de los factores antinutricionales no se destruyen lo que reducira la utilizacion
de los aminoacidos. En caso de exceso, se producen reacciones entre los grupos
aminos de ciertos aminoacidos y los azucares libres presentes en los granos
(reacciones de Maillard) reduciéndose asi la utilizacién de la fraccion proteica (De
Luna, 2006).

Anteriormente se habia mencionado un método para medir actividad uredsica que
era exclusivo de la soya basado en diferencias de pH. Esta técnica si incluye
valores optimos de actividad ureasica en el grano de soya y ésta debe oscilar
dentro del intervalo de 0.05 a 0.2 unidades de pH, valores por arriba de 0.2 indican
gue el grano de soya esta crudo y, por lo tanto, contiene IT; valores menores a 0.05
indican que hubo un sobrecocimiento en el grano (Pérez, 2009).

En el caso del FCT y de los totopos se obtuvieron los niveles mas bajos de
actividad ureasica residual. Esto se debe a la aplicacién de tratamientos térmicos
combinados, en el caso de los totopos, y de tiempos mas prolongados en el caso
del FCT. Olguin y col. (2001) reportaron una relacién inversa entre temperatura,
humedad y tiempo de tratamiento con los niveles de actividad ureasica residual.
Estos mismos autores encontraron una actividad ureésica residual de 8.2 + 0.40 %

para granos de soya hervidos durante 10 min a 37 °C; también reportan una
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actividad ureasica residual para granos de soya sometidos a autoclave a 1
atmésfera de presion por 10 minutos de 2.3 = 0.173 %. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en este estudio, a pesar de que son diferentes
tratamientos térmicos y de que la soya contiene un porcentaje mayor de actividad

ureasica que el frijol.
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VIII.  CONCLUSIONES.

El proceso de extrusion para las diferentes muestras resulté ser eficaz para destruir
los IT a niveles seguros para la salud, ademas también logré reducir la actividad

ureasica presente en las diferentes muestras.

Los resultados obtenidos para IT siguen la misma tendencia que los obtenidos para
actividad ureasica en las diferentes muestras, ya que conforme se fue aumentando
la temperatura tanto los valores de IT como de actividad uredsica disminuyeron, en

todas las muestras.

El proceso de coccién tradicional fue el tratamiento mas eficaz para disminuir los

niveles de IT e inactivar la enzima ureasa.

Para que el proceso de extrusion destruya a niveles aun mas bajos los IT es
recomendable combinar diferentes tratamientos térmicos y con esto también se
logra un menor dafio al valor biolégico de la proteina. Ademas, debe tenerse en
cuenta que el objetivo del proceso de extrusibn no es destruir los factores
antinutricionales por completo, sino llegar a un compromiso entre la presencia
residual de los mismos y el mantenimiento de la calidad de la proteina,

especialmente con respecto a la disponibilidad de la lisina.
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