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RESUMEN:

Las leguminosas son utilizadas como alimentos esenciales, no sélo por su bajo costo, sino por su aporte a la nutricién
humana, asi como los beneficios a la salud que han mostrado tener, principalmente por su contenido en compuestos
nutraceuticos, utilizados para el control de enfermedades crénico degenerativas, tales como enfermedades cardiovasculares,
hipertensivas, cancerigenas, entre otras. Aun cuando el género Phaseolus ha sido muy estudiado, al ser muy extenso algunas
de sus variedades aun no han sido caracterizadas, es por ello que, en el presente trabajo, se realiz6 el analisis de las
propiedades funcionales de aislados proteinicos de frijol ayocote (Phaseolus coccineus) negro y morado, lo cual permitira dar
un conocimiento mas extenso de sus propiedades. Los resultados indicaron que el frijol ayocote negro presentd mejores
caracteristicas funcionales en comparacion con el frijol morado, obteniendo mayor solubilidad en pH’s alcalinos (93.3%),
propiedad que influyé directamente en las demas propiedades funcionales en ambas variedades. Tomando en cuenta los
resultados, los aislados proteinicos tanto del frijol negro como morados, podrian ser utilizados como ingredientes en la
elaboracion de alimentos..

ABSTRACT:

Legumes are used as essential foods, not only because of their low cost, but also because of their contribution to human
nutrition, as well as the health benefits they have shown, mainly due to their content in nutraceutical compounds, used to
control diseases chronic degenerative, such as cardiovascular diseases, hypertensive, carcinogenic, among others. Even
though the genus Phaseolus has been studied, being very extensive some of its varieties have not been characterized yet, that
is why, in the present work, the functional properties of protein isolates of bean (Phaseolus coccineus ) were analyzed black
and purple, which will give a more extensive knowledge of its properties. The results indicated that the black ayocote bean
presented better functional characteristics in comparison with the purple beans, obtaining greater solubility in alkaline pH’s
(93.3%), a property that directly influenced the other functional properties in both varieties. Taking into account the results,
protein isolates of both black and purple beans could be used as ingredients in food processing..
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INTRODUCCION

Las leguminosas son de gran importancia desde diferentes puntos de vista; en la agricultura, su relevancia radica
en su capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico por medio de simbiosis, (Allen and Allen, 1981), desde el punto
de vista nutricional, las leguminosas son fuente importante de nutrientes y compuestos nutracéuticos (Zulet y
Martinez, 2001). También se consideran importantes desde el punto de vista econdmico y cultural en nuestro pais.

Las principales leguminosas cultivadas en México para el consumo humano son: chicharo, frijol, alubia,
garbanzo, habas, ejote, lentejas, cacahuate, y soya, las cuales son fuente importante de proteinas, hidratos de
carbono, lipidos, fibra, minerales y vitaminas (SAGARPA, 2015). Por otra parte, se sabe que las proteinas de las
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leguminosas son relativamente bajas en aminoacidos azufrados como metionina, cisteina y triptéfano, pero
presentan alto porcentaje de lisina (Duranti et al., 1997).

Las investigaciones resientes sean enfocado en las proteinas de las leguminosas ya que han mostrado que no s6lo
desempefian un papel importante como fuente de energia, estructural, proteccién, almacenamiento, etc., sino que
también pueden desempefiar un papel nutracéutico (Kostyra, 1996). Especificamente, la proteina del frijol
ayocote, que ha mostrado tener dichas propiedades atribuidas principalmente a su contenido de péptidos
bioactivos, con capacidad anticancerigena, antioxidante y antihipertensiva, (Teniente-Martinez, 2014) sin
embargo aun no sea hecho una caracterizacion de aislado proteinico, es por ello que es el objetivo de este trabajo
fue evaluar la funcionalidad de aislado proteinico de dos variedades de frijol ayocote (negro y morado).

MATERIALES Y METODOS
Solubilidad

Se realizo6 por el método de Maruyama et al., (1999) con algunas modificaciones, utilizé una disolucion
de proteina (0.16mg*mL™), se ajustd a diferentes valores de pH, se mantuvo a 4°C por 18 h. Se
centrifugdé y se midi6 la cantidad de proteina en el sobrenadante utilizando el método de Bradford
(1976). La solubilidad se expres6 como un porcentaje del total de la proteina presente en la muestra.

Capacidad d retencion de agua (WHC) del aislado

Se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Bernardino—Nicanor, 2005. Donde se utilizo la preparacion de las
muestras proteinicas al 1% (p/v) del aislado del frijol de ayocote morado y negro en agua destilada. Las
dispersiones preparadas en tubos de centrifuga se colocaron en un agitador mecénico durante 1 h a
temperatura ambiente (alrededor de 20°C). Se centrifugd a 10000 rpm por 30 min a 15°C.

La capacidad de retencion de agua, es la diferencia de masa entre el precipitado que se obtiene después
de la centrifugacion y la proteina pesada a la cual se le resta previamente la proteina disuelta en el sobrenadante
que fue determinado por el método de Bradford (1976). Este valor por la masa inicial de la proteina que se pesé
para realizar la determinacién y por la densidad de agua a la temperatura del experimento, se obtienen la
capacidad de retencion de agua de la proteina, WHC. Los calculos se realizaron utilizando la Ec. (1)

Myiy — Mpy + M
Ecuacion 1. WHC = hip 2 s

My
Donde:
Mmp;p = masa de la fraccion de proteina insoluble hidratada
m;, = masa de la proteina total de la muestra
my, = mg(masa de la muestra)
myg, = Contenido de proteina soluble en la muestra

6 = densidad del agua
Determinacion de la capacidad de adsorcion de aceite

Para llevar a cabo la determinacion se utiliza la técnica de Beauchat, 1997. 0.5g de muestra en 5 mL de aceite, se
mezclaron durante 30 segundos en un vortex, se dejo reposar a temperatura ambiente (20°C) por 30 min, se
centrifugo por 15 min a 3000 rpm, se retir6 el sobrenadante, se pesé el tubo que contiene la muestra. Para obtener
el dato de la absorcion se utilizo la Ec. (2).

PRC — PMS

E jon 2. IAC =
cuacion c PMS
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Donde:

IAC= indice de adsorcion de aceite (g de aceite/g de muestra)
PRC= Peso del residuo de centrifugacion

PMS= Peso de la muestra seca

Determinacion de la capacidad de adsorcion de agua

Para la determinacién de adsorcion de agua se empled la metodologia reportada por Beauchat, 1997. 0.5 g de
muestra en 5mL de agua destilada, se mezclaron durante 30 segundos, en un vortex, dejando reposar a
temperatura ambiente (20°C) por 30 min, se centrifug6 pro 15 min a 3000rpm, se retir6 el sobrenadante, se peso el
tubo que contenia la muestra. Para obtener la adsorcion de agua se utilizé la Ec. (3):

Ecuacion 3. IAA = ﬁ
PMS
Donde:
IAC=Indice d adsorcion de agua (g de agua/g de muestra)
PRC= Peso del residuo de centrifugacion PMS= Peso de la muestra seca

Actividad y estabilidad emulsificante

Se realiz6 de acuerdo a Yasumatsu et al., (1972). 0.35g de muestra en 5 mL de agua destilada, la suspension se
agito por 1 min en un vortex, ajustando a diferentes pH’s (2,4,6,8 y 10) con HCl 0.IN o NaOH 0.1 N,
posteriormente se adicionaron 5 mL de aceite y la mezcla se agito por 1 min en el vortex a 1200 rpm , pasando
este tiempo la muestra se centrifug6é a 1300 rpm por 5 min, se midi6 el volumen de la emulsion formada durante
la agitacion, se reporté como porciento de actividad de emulsion (%AE). Con la Ec. (4).

) Vol.de la capacidad de emulsion
Ecuacion 4. WAE = x 100
Vol.Total

Para la determinacion de la estabilidad de la emulsion se utilizé los mismos tubos empleados en la evaluacion de
%AE.

Los tubos se colocaron a bafio maria a 80 °C por 30 min, se centrifugaron a 1300 rpm durante 5 min, y después se
midio el volumen de la emulsién resultante y se calcul6 el porciento de estabilidad de emulsion (%EEM) con la
Ec. (5).

) Vol.de emulsion despues del tratamiento termico
Ecuacion 5. WEEM = - - - x 100
Vol.de emulsion antes del tratamiento termico

Actividad de espumante

La actividad espumante (AES) se determiné por el método descrito por Puski (1975). Se prepar0 una suspension
al 1% (p/v) de proteina las cuales fueron ajustadas a valores de pH entre 2 y 9, con NaOH 0.1 Ny HCI 0.1 N). Se
agitaron en un vortex a 10000 rpm durante 60 segundos a temperatura ambiente (20°C). La actividad espumante
se determind segun la Ec. (6) propuesta por Haque y Kito (1983).

Vol.total después de la agitacion

e o — 100
cuacion es Volumen inicial — 1 g

RESULTADOS Y DISCUSION
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Solubilidad

Los resultados obtenidos indicaron que la solubilidad de la proteina fue en los pH’s alcalinos (Tabla 1), que a
medida que se el pH era mayor también aumentaba el porcentaje de solubilidad, siendo asi que el pH de 12 es el
que tuvo la mayor solubilidad de proteina (85%). Este resultado es muy similar al obtenido para la maxima
solubilidad de las proteinas para el punto isoeléctrico (pH 11.8) (Teniente-Martinez et al., 2016). Por otra parte,
también se encontré que los pH's &cidos hay una baja solubilidad y en algunos casos fue nula (datos no
reportados), lo cual es debido probablemente a que el punto isoeléctrico de la proteina se encuentra ubicado a pH
4.

Tabla 1. Solubilidad de los aislados proteinicos de frijol ayocote negro y morado

Phaseolus Solubilidad %
coceineus pH8 pH9 pH10 pH11 pH12
Negro 2.5941%+ 1.304 12.0562 39.422%+ 53.699° + 93.374%+
+8.156 4,010 5.542 14.27
Morado 1.25008+ 0.352 16.815%+ 53.965%+8.459 76.358%+2.959 88.427%+
5.137 7.560

*Letras iguales entre filas indica que no hay diferencia significativa. P < 0.05

Los resultados obtenidos para el frijol ayocote negro y morado fueron similares a los reportados para aislados
proteicos de soya (Glicine max), chicharos (Vigna unguiculada L.) y habas (Vicia faba) (Solsulsky and Mc Curdy
1987), mostrando la mayor solubilidad a un pH 11, y la menor o nula solubilidad en pH’s acidos. Porras en el
2010, reportd que a pH’s acidos (pH 4) en las leguminosas; Lupinus albus, Lupinus splendens Rose y Lupinus sp.,
obtuvo la mas baja solubilidad (0.09, 2.32 y 0.315% respectivamente). Este comportamiento es atribuido a la
cercania del pH con el punto isoeléctrico de las proteinas en las leguminosas (Boye et al., 2010).

Capacidad de retencion de agua (WHC) del aislado

Los resultados muestran que, ambas variedades no presentan diferencia estadisticamente significativa (Tabla 2), lo
gue indica que ambas variedades tienen la capacidad de retener la misma cantidad de agua, es decir, presentan la
misma proporcion de grupos hidrofilicos en la superficie de su estructura. Las interacciones proteina-agua se
efectian por medio de los aminoacidos polares de naturaleza cationica, aniénica o no aniénica y cada uno de ellos
tiene diferente capacidad de retencion de agua, siendo mayor, cuando el aminoacido se encuentra en forma
ionizada; razén por la cual la retencidn de agua esta influenciada por el pH (Badui, 2006). Esto implica que las
estructuras secundarias y terciarias juegan un papel importante en la capacidad de retencién de agua de una
proteina, debido a que los grupos hidrofilicos deben estar expuestos al exterior en contacto con el agua para que
sea efectiva la interaccion (Gonzélez-Quijada, 1999).

Tabla 2. Capacidad de retencion de agua de aislados proteinicos de frijol ayocote

Phaseolus WHC
caccineus (mL de agua*g* de muestra)
Negro 11.2551% + 0.66
Morado 10.9903% + 0.40

*Letras iguales entre filas indica que no hay diferencia significativa. P < 0.05

El valor de WHC de los aislados proteinicos de frijol ayocote es superior al reportado para frijol comun y la soya,
(4.3 mL de agua *g?) (Gandhi et al., 2000), al igual que para soya tratada térmicamente a 21°C y a 70°C,
obteniendo valores de (2.65 y 3.71 mL de agua*g™ de aislado) (Gonzélez-Quijada, 1999). Los resultados
obtenidos para el frijol ayocote abre la posibilidad para que los aislados proteinico puedan ser incorporados en la
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elaboracién de productos alimenticios, como pan, productos céarnicos (salchichas, jamén, etc.), productos lacteos,
entre otros. Puesto que los aislados proteinicos tienen algunos aminoécidos esenciales que podrian
complementarse con los otros productos.

Capacidad de absorcion de aceite

La capacidad de absorcion de aceite de los aislados proteinicos mostraron diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 3), siendo superior el frijol negro en un 2.5 % con respecto al morado.

La capacidad de absorcion de aceite de los aislados proteinicos de frijol ayocote es superior a la reportada para
aislados proteinicos de frijol Gran Nortefio (0 .57 g aceite*g de muestra?) (Sathe and Salunkje 1981), y otras
leguminosas como la soya, chicharos y habas (1.03, 0.98 y 1.78 g aceite*g™ muestra respectivamente) (Sosulski
and Mc Curdy 1987), lo cual indica que la proteina del frijol ayocote presenta mayor contenido de compuestos
lipofilicos en su estructura que las otras leguminosas como lo pueden ser la lenteja y garbanzo(2.40 g aceite *g de
muestra® y 3.01 g aceite *g de muestra) que presentan capacidades mayores a las de la soya (1.03) (Gonzalez-
Quijada, 1999), esto debido al tipo de aminoacidos presentes en la materia prima, los cuales son mas lipofilicos,
comparados con los presentes en la soya. (Flores et al., 2016)

Tabla 3. Capacidad de adsorcién de aceite de aislados proteinicos de frijol negro y morado

Phaseolus Capacidad de absorcion de
coccineus aceite

(g de aceite*g de muestra™)
Negro 17.7876% £ 0.37
Morado 15.2138" + 0.93

*Letras iguales entre filas indica que no hay diferencia significativa. P < 0.05
Capacidad de absorcion de agua

Los resultados obtenidos de la capacidad de absorcion de agua (Tabla 4) fueron muy similares a los obtenidos
para la absorcion de aceite. El aislado proteinico de frijol negro presentd, 3.5% mas capacidad de absorcién de
agua que el frijol morado, lo cual podria indicar que la proteina del frijol negro presenta un mejor equilibrio entre
sus grupos lipofilicos e hidrofilicos que la proteina del frijol morado; puesto que la funcionalidad de una proteina
depende de la estructura de la molécula, como lo es en el caso de la soya, esta tiene presencia de grupos lipofilicos
e hidrofilicos los cuales facilitan su asociacion con grasa y aceite, sus propiedades pueden variar segin el método
de obtencion (Means and Feeney, 1998; L’hocine et al., 2006; Horneffer et al., 2007).

Tabla 4 Capacidad de absorcion de agua de aislados proteinicos de frijol ayocote negro y morado

Phaseolus Capacidad de absorcion de agua
coccineus (g de agua*g™* de muestra)
Negro 17.9200% £ 0.29
Morado 14.5336" + 0.37

*Letras iguales entre filas indica que no hay diferencia significativa. P < 0.05

La capacidad de absorcién de agua de los aislados proteinicos de frijol ayocote negro y morado es superior a la
reportada para otras leguminosas como; soya, chicharos y habas, las cuales mostraron valores de 2.65, 2.52 y 2.16
g de agua*g* de muestra a 21°C (Sosulski and Mc Curdy 1987).

Es importante mencionar que la temperatura es un factor determinante, ya que se ha observado que altera las
propiedades funcionales de los aislados, de tal manera que, al realizar el analisis a 70°C, se obtienen valores
superiores (3.71, 2.97 y 2.34 g de agua*g' muestra) a los obtenidos a 21°C, lo cual es atribuido a la
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desnaturalizacidn que sufre la estructura proteinica por efecto de la temperatura, lo que provoca el aumento en la
cantidad de agua absorbida al incrementar las zonas de interaccion hidrofilica (Sosulski and Mc Curdy 1987). Por
otra parte, los aislados proteinicos de frijol ayocote mostraron mayor capacidad que la reportada para harina de
Lupinus albus, lupinus splendens Rose y lupinus sp (2.57, 2.60, 2.21 g de agua*g™ de muestra) analizadas a 25°C
(Boye et al., 2010).

Actividad y estabilidad emulsificante

Los datos de actividad y estabilidad emulsificante se reportaron Unicamente para los pH's 7 y 8 para ambas
variedades de frijol de ayocote (Tabla 5), ya que a pH’s de 2, 4 y 6 no hubo generacion de emulsion, mientras que
a pH’s de 9 a 11, la suspension se gelatinizo, es por ello que se considera que el aislado proteinico de frijol
ayocote no es un agente emulsificante adecuado cuando es utilizado en esos intervalos de pH., sin embargo, es
importante destacar que la poca emulsion formada presenta una estabilidad superior al 80% para ambos casos. El
comportamiento anterior podria ser atribuido a la baja solubilidad de las proteinas en los pH’s &cidos, lo cual
puede disminuir la capacidad de emulsificacion, debido a que estas macromoléculas adoptan una estructura
compacta que impide el desdoblamiento y adsorcién en la interface (Ferreyra et al., 2007).

Tabla 5 Actividad y estabilidad emulsificante de aislados proteinicos de frijol ayocote negro y morado

Phaseolus %AE %EEM
coccineus pH7 pH8 pH7 pH8
Negro 33.5912+3.340  20.619*+9.615  96.152°+2.440  96.051°+11.582
Morado 32.536%+3.140 22.209* £5.422  89.967°+4.618  87.897%+7.944

*Letras iguales entre filas indica que no hay diferencia significativa. P< 0.05, AE Actividad Emulsificante, EEM;
Estabilidad de la Emulsion

Actividad espumante

Como todas las propiedades funcionales de las proteinas, la solubilidad se encuentra estrechamente relacionada a
la actividad espumante (Sathe et al., 1982), lo cual se corrobora al observar que a pH’s alcalinos (8-12) existe
mayor solubilidad y por lo tanto la capacidad de espuma es mayor, mientras que a pH’s &cidos la solubilidad y la
capacidad espumante es menor e incluso en algunos casos es nula (Tabla 6).

Tabla 6 Actividad espumante de aislados proteinicos de frijol de ayocote negro y morado

Valores de Actividad espumante
pH’s %

Frijol negro Frijol morado
5 22.4°+1.7142 22.82+1.2958
6 26.1°+0.6479 26.12+0.6479
7 26.52+0.6479 27.3*+0.6479
8 27.2°+1.2958 28.0°4£1.1222
9 29.9°+0.6479 31.0%+0.6479
10 54.92+£2.2444 54.9%+2.2444
11 58.38+£1.1222 57.6%+ 1.7142
12 67.696%+4.5354 66.5°£3.9411

*Letras iguales entre filas indica que no hay diferencia significativa. P < 0.05
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CONCLUSION

La mejor solubilidad de los aislados proteinicos de frijol ayocote negro y morado se obtuvo a pH’s alcalinos,
siendo el frijol negro el que presentd mayor solubilidad. Ademas se encontrd que las propiedades funcionales de
absorcién de agua, absorcion de aceite, capacidad espumante y capacidad emulsificante, se ven influidas
directamente por la solubilidad del aislado proteinico, generando los mayores valores a pH’s alcalinos.
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