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RESUMEN 

La incorporación de materias primas con mayor aporte nutrimental constituye una alternativa para 

diversificar la oferta de botanas y mejorar su composición respecto a productos caracterizados por 

una elevada densidad energética y limitado valor nutricional. En este trabajo se desarrollaron 

botanas de tercera generación a base de maíz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus 

coccineus L.), con el propósito de evaluar la influencia de la formulación y del procesamiento sobre 

sus propiedades nutrimentales, tecnofuncionales y estructurales, así como la aceptación sensorial 

de las formulaciones seleccionadas. 

Se formularon mezclas con niveles de incorporación de frijol ayocote entre 10 y 45%, a partir de 

las cuales se obtuvieron pellets por extrusión que posteriormente fueron expandidos mediante 

microondas. La caracterización incluyó propiedades físicas y tecnofuncionales, composición 

proximal, perfil de aminoácidos, digestibilidad in vitro e indicadores de calidad proteica, además 

de compuestos fenólicos, antocianinas, ácido fítico y capacidad antioxidante in vitro. Las 

modificaciones estructurales se analizaron mediante microscopía electrónica de barrido (SEM), 

difracción de rayos X (XRD), espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR) 

y electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La aceptación 

de las formulaciones seleccionadas se determinó mediante una prueba sensorial con consumidores. 

La incorporación de frijol ayocote aumentó el contenido de proteína, fibra dietética, lisina y el 

puntaje de aminoácidos. La extrusión favoreció la digestibilidad aparente in vitro de la materia 

seca, pero redujo la digestibilidad proteica y el puntaje de aminoácidos corregido por digestibilidad 

proteica in vitro. En la fase intestinal recuperada, la capacidad antioxidante mostró respuestas 

dependientes del método, mientras que las antocianinas, determinadas directamente en las 

muestras, disminuyeron con la extrusión y aumentaron parcialmente después de la expansión por 

microondas. Los análisis estructurales evidenciaron modificaciones en la organización de la matriz 

a diferentes niveles. En conjunto, la formulación y el procesamiento condicionaron las propiedades 

nutrimentales, tecnofuncionales, estructurales y de digestibilidad. Las formulaciones seleccionadas 

con 30–45% de frijol mantuvieron una aceptación sensorial favorable, demostrando la factibilidad 

tecnológica de incorporar ayocote en botanas de tercera generación a base de maíz azul. 
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ABSTRACT 

The incorporation of ingredients with higher nutritional value represents an alternative for 

diversifying snack products and improving their composition compared with energy-dense 

products of limited nutritional value. In this study, third-generation snacks based on blue maize 

(Zea mays L.) and ayocote bean (Phaseolus coccineus L.) were developed to evaluate the influence 

of formulation and processing on their nutritional, techno-functional, and structural properties, as 

well as the sensory acceptance of the selected formulations. 

Blends containing 10–45% ayocote bean were formulated and processed by extrusion to obtain 

pellets, which were subsequently expanded by microwave heating. Characterization included 

physical and techno-functional properties, proximate composition, amino acid profile, in vitro 

digestibility and protein quality indicators, as well as phenolic compounds, anthocyanins, phytic 

acid, and in vitro antioxidant capacity. Structural modifications were analyzed by scanning electron 

microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), attenuated total reflectance Fourier-transform 

infrared spectroscopy (ATR-FTIR), and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). Sensory acceptance of the selected formulations was assessed 

through a consumer test. 

The incorporation of ayocote bean increased protein, dietary fiber, and lysine contents, as well as 

the amino acid score. Extrusion enhanced in vitro apparent dry matter digestibility but reduced 

protein digestibility and the in vitro protein digestibility-corrected amino acid score. In the 

recovered intestinal fraction, antioxidant capacity showed method-dependent responses, whereas 

anthocyanins, determined directly in the samples, decreased after extrusion and partially increased 

following microwave expansion. Structural analyses revealed modifications in matrix organization 

at different levels. Overall, formulation and processing influenced the nutritional, techno-

functional, structural, and digestibility properties. Selected formulations containing 30–45% 

ayocote bean maintained favorable sensory acceptance, demonstrating the technological feasibility 

of incorporating ayocote bean into blue maize-based third-generation snacks. 
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I. INTRODUCCIÓN  

Las enfermedades crónicas no transmisibles constituyen un desafío relevante para la salud pública 

mundial y su creciente prevalencia se relaciona, entre múltiples factores, con patrones de 

alimentación que incluyen un consumo elevado de productos ultraprocesados y energéticamente 

densos. Dentro de esta categoría, las botanas han adquirido una presencia importante en la dieta 

debido a factores como su accesibilidad, practicidad y aceptación. No obstante, muchos de estos 

productos se caracterizan por un elevado aporte de grasas y carbohidratos refinados, acompañado 

de cantidades limitadas de proteína y fibra dietética. Este panorama ha favorecido el interés por 

desarrollar botanas con una composición nutrimental mejorada mediante la incorporación de 

materias primas que aporten componentes de interés nutricional (Instituto Nacional de Salud 

Pública y Secretaría de Salud, 2022; Mielmann y Brunner, 2019; Shamah-Levy et al., 2024). 

En este contexto, la extrusión se ha establecido como una tecnología versátil para la elaboración 

de botanas debido a su alta productividad, bajo consumo de aceite y capacidad para modificar las 

propiedades fisicoquímicas de los ingredientes. Particularmente, las botanas de tercera generación 

constituyen una alternativa de interés, ya que permiten incorporar ingredientes funcionales y 

utilizar métodos de expansión, como el calentamiento por microondas, para obtener productos con 

mejores características nutrimentales y tecnológicas respecto a las botanas fritas convencionales 

(Kantrong et al., 2022; Neder-Suárez et al., 2024; Shere y Agrawal, 2024). 

El maíz azul (Zea mays L.) destaca entre los maíces nativos de México por su importancia 

alimentaria, cultural y nutrimental. Su empleo como materia prima para productos extruidos resulta 

de interés por su contenido de compuestos fenólicos, entre los que sobresalen las antocianinas por 

su capacidad antioxidante. Sin embargo, como ocurre con otros cereales, su proteína presenta un 

contenido limitado de lisina, aminoácido esencial que condiciona su calidad nutrimental cuando el 

maíz constituye la única fuente proteica de la formulación (Fideicomisos Instituidos en Relación 

con la Agricultura [FIRA], 2024; Sánchez‐Madrigal et al., 2014).   

La incorporación de leguminosas constituye una alternativa para complementar las limitaciones 

nutrimentales de los cereales. Entre ellas, el frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.), una especie 

nativa de México con limitado aprovechamiento industrial, destaca por su aporte de proteína, fibra 

dietética y lisina. Su combinación con cereales favorece un perfil de aminoácidos más equilibrado 

debido a la complementariedad entre ambas fuentes proteicas. No obstante, la inclusión de harinas 
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de leguminosas puede modificar el comportamiento de la matriz durante el procesamiento y, en 

consecuencia, propiedades como la expansión, textura y digestibilidad, además de la conservación 

de algunos de sus componentes y la aceptación sensorial del producto extruido (Aquino-Bolaños 

et al., 2021; Schmidt y Oliveira, 2023; Shevkani et al., 2019).  

En este contexto, resulta necesario evaluar de manera integral las modificaciones asociadas con la 

incorporación de leguminosas y su procesamiento. Aunque se han estudiado productos extruidos 

elaborados con cereales y diferentes leguminosas, existe información limitada sobre botanas de 

tercera generación que combinen maíz azul y frijol ayocote y sobre los cambios nutrimentales, 

tecnofuncionales y estructurales asociados con su procesamiento y posterior expansión por 

microondas (Schmidt y Oliveira, 2023; Shevkani et al., 2019). Por ello, este estudio tuvo como 

objetivo desarrollar botanas de tercera generación elaboradas con maíz azul (Zea mays L.) y frijol 

ayocote (Phaseolus coccineus L.), y evaluar la influencia de la formulación y del procesamiento 

sobre sus propiedades nutrimentales, tecnofuncionales y estructurales, así como la aceptación 

sensorial de las formulaciones seleccionadas.  
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II. ANTECEDENTES 

2.1 Botanas como productos alimenticios de conveniencia 

El número, tamaño y composición de los momentos de comida por día varían en el tiempo, la 

historia y la cultura. En las sociedades industrializadas modernas, la ingesta de alimentos se 

compone de comidas y botanas. El término "comida" generalmente se refiere a los tres principales 

momentos de alimentación del día, incluyendo el desayuno por la mañana, el almuerzo al comienzo 

de la tarde y la cena al comienzo de la noche. Por lo regular son en momentos relativamente 

predecibles y en lugares específicos, el término botana se refiere a otros momentos de alimentación 

e incluye todos los alimentos y bebidas consumidos fuera del contexto de las tres comidas 

principales. Las botanas son diferentes a las comidas en términos de perfil nutricional, tiempo y 

frecuencia de consumo (Dashti et al., 2019) 

En México, el PROY-NOM-216-SSA1-2002, (2002) definió técnicamente las botanas como 

productos obtenidos a partir de materias primas como cereales, leguminosas, tubérculos, féculas, 

granos, frutas o semillas, entre otras, que pueden someterse a distintos métodos de procesamiento, 

incluidos la fritura, el horneado, la extrusión y el tostado, con la posibilidad de incorporar sal, otros 

ingredientes y aditivos alimentarios. 

Las botanas son porciones pequeñas de alimentos simples, convenientes y fáciles de preparar que 

se pueden consumir entre las comidas regulares. Su consumo se describe como el acto de comer 

un refrigerio, independientemente de si se consumen opciones saludables. Estos bocadillos a 

menudo se venden en porciones predeterminadas, lo que inconscientemente sugiere una norma 

sobre cuánto se debe consumir. Esto lleva a que los consumidores a menudo tomen malas 

decisiones en términos de nutrición, lo que les impide evitar comer en exceso y mantener un peso 

corporal saludable (Mielmann y Brunner, 2019).  

2.1.1 Consumo 

La ingesta de botanas se ha incrementado de manera importante en distintos grupos de edad y 

regiones del mundo, reflejando cambios en los patrones alimentarios contemporáneos. En Estados 

Unidos, un análisis de las encuestas nacionales de consumo alimentario mostró que la prevalencia 

del consumo de botanas entre adultos aumentó del 71 % durante 1977–1978 al 97 % en el periodo 

2003–2006, lo que refleja la creciente incorporación de estos alimentos en los patrones dietéticos 



 

6 
 

de la población. Asimismo, la frecuencia promedio de consumo se incrementó de 1.26 a 2.23 

ocasiones por día, mientras que la contribución energética de estos alimentos a la ingesta total 

aumentó de 18 % a 24 % (Vatanparast et al. 2019). Estimaciones más recientes del programa What 

We Eat in America de NHANES (2017–2020), aproximadamente el 95 % de los adultos 

estadounidenses consumen al menos una botana en un día determinado, y cerca del 78 % reportan 

dos o más ocasiones de consumo diario, mientras que entre niños y adolescentes la prevalencia de 

consumo alcanza cerca del 93 %. En términos energéticos, los alimentos consumidos como botanas 

pueden aportar alrededor de una cuarta parte de la ingesta energética diaria (Hoy et al., 2024). 

El consumo de botanas en México ha mostrado una tendencia creciente durante los últimos años. 

En 2013 se estimó una ingesta de 4 kg per cápita; además, estos productos estaban presentes en el 

99.7% de los hogares y cerca de la mitad de los consumidores los adquiría más de 4.2 veces por 

semana (Procuraduría Federal del Consumidor [PROFECO] 2013). Para 2020, el consumo per 

cápita alcanzó 4.7 kg, reflejando un aumento en la demanda nacional pese al incremento en los 

precios registrado durante ese periodo (Aguilar 2021). Estimaciones posteriores sitúan el consumo 

de botanas saladas en aproximadamente 10.9 kg per cápita para 2025 y señalan a los productos 

elaborados a base de maíz entre los de mayor preferencia, con una participación cercana al 58% 

(Statista Market Forecast, 2025). 

2.1.1.1 Implicaciones metabólicas del consumo de botanas convencionales 

Las botanas de elevada densidad energética pueden contribuir a aumentar la ingesta diaria de 

energía cuando se consumen con frecuencia y formar parte de patrones alimentarios relacionados 

con enfermedades crónicas no transmisibles. En México, el exceso de peso continúa siendo un 

problema relevante de salud pública: la ENSANUT Continua 2023 registró una prevalencia de 

76.2% entre los adultos. Paralelamente, el consumo habitual de botanas, dulces y postres 

permanece presente en la alimentación de niños y adolescentes (Shamah-Levy et al., 2024; 

ENSANUT, 2022).  

Muchas botanas convencionales presentan cantidades elevadas de grasas, sodio y carbohidratos 

refinados, mientras que su aporte de micronutrientes y otros componentes de interés nutricional 

suele ser limitado. El consumo habitual de alimentos con estas características, dentro de patrones 

dietéticos de baja calidad, se ha relacionado con alteraciones metabólicas y procesos como la 

inflamación crónica de bajo grado y el estrés oxidativo, asociados a distintas enfermedades crónicas 
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no transmisibles (Di Domenico et al., 2019; Y. Zhou et al., 2021). Ante este panorama, la 

reformulación de botanas mediante materias primas con mayor aporte nutrimental constituye una 

alternativa para mejorar la composición de productos de consumo habitual (Hossain et al., 2025).  

2.2 Extrusión como tecnología de transformación de matrices alimentarias 

La extrusión se consolidó durante el siglo XX como una tecnología relevante para el procesamiento 

de alimentos. Durante este proceso, la matriz alimentaria es sometida simultáneamente a 

condiciones controladas de temperatura, presión y fuerzas de cizallamiento, para posteriormente 

atravesar una matriz que determina la geometría del producto. Una de sus principales ventajas es 

la integración de distintas operaciones en un mismo sistema, entre ellas mezclado, 

homogeneización, cocción, gelatinización, deshidratación, expansión y conformación del alimento 

(Bouvier y Campanella, 2014). 

Durante la cocción por extrusión, la matriz alimentaria se somete durante periodos cortos a un 

tratamiento termomecánico en el que actúan simultáneamente temperatura, presión y 

cizallamiento. Estas condiciones modifican sus componentes y pueden provocar gelatinización del 

almidón, desnaturalización proteica e inactivación enzimática, con repercusiones sobre la 

digestibilidad y estabilidad del producto (Shere y Agrawal, 2024). Asimismo, el procesamiento 

puede disminuir la presencia o actividad de algunos factores antinutricionales y componentes 

indeseables, incluidos inhibidores de tripsina y determinadas enzimas, como lipasas y lipoxidasas, 

además de ciertos contaminantes naturales de las materias primas (Panak-Balentic et al. 2017).  

2.2.1 Parámetros del sistema de extrusión  

El proceso de cocción por extrusión transforma la materia prima en una masa caliente y fluida, 

cuyas propiedades físicas y estructurales continúan modificándose durante su paso por el extrusor 

hasta ser forzada a salir a través de la matriz. En esa etapa, la masa debe haber alcanzado la forma 

ideal para crear una estructura en el producto extruido. Esta transformación de las materias primas 

tiene un rango óptimo para la mayoría de los tipos de productos. La extrusión se puede considerar 

como un sistema de múltiples entradas y múltiples salidas (Figura 1). Varios parámetros de 

procesamiento de extrusión se pueden clasificar ampliamente en tres categorías: parámetros 

independientes (parámetros de entrada), parámetros del sistema (parámetros dependientes) y 

propiedades del producto (parámetros de salida) (Guy, 2016).  
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Figura 1. Esquema simplificado del proceso de extrusión y su sistema de múltiples entradas y múltiples salidas. 
Fuente: adaptado de Gu et al. (2017). 

2.2.2 Parámetros independientes 

Los parámetros de entrada son los parámetros sobre los que el operador de la extrusora tiene control 

directo. Estos incluyen las propiedades de la materia prima (ingrediente) y los parámetros de la 

operación de extrusión, como la velocidad de alimentación, las temperaturas del cilindro, las 

configuraciones del tornillo, las velocidades del tornillo, las dimensiones del troquel y otros. Al 

modificar los parámetros independientes, el operador puede lograr cambios en los parámetros del 

sistema y las propiedades del producto final (Saldivar, 2016). 

2.2.3 Parámetros del sistema  

Los parámetros dependientes son aquellos sobre los que el operador de la extrusora no tiene control 

directo, pero el operador puede influir en ellos cambiando los parámetros independientes. El tiempo 

de residencia medio, la distribución del tiempo de residencia, la contrapresión, el par motor y la 

energía mecánica específica que se aplica al material son los parámetros del sistema que se pueden 

medir. Estos afectan las propiedades del producto final, pero solo pueden modificarse 

indirectamente variando los parámetros independientes (Gu et al. 2017). 
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2.2.4 Parámetros de salida  

Las propiedades del producto son parámetros que ayudan a describir la calidad final del producto 

extruido. Esto puede incluir propiedades físicas (relación de expansión, densidad, etc.), 

propiedades químicas (absorción de agua y solubilidad, etc.) y propiedades sensoriales (crujiente, 

crocante, textura, etc.). Describir el proceso de extrusión con el sistema múltiples entradas y 

múltiples salidas ayuda a controlar el proceso de extrusión para fabricar productos alimenticios de 

manera uniforme (Moscicki, 2016). 

2.3 Botanas extruidas  

La versatilidad de la extrusión permite obtener diversos alimentos, entre ellos botanas, cereales 

para desayuno, pastas, fideos y productos de proteína vegetal texturizada. En particular, la 

formulación de productos extruidos con ingredientes de mayor aporte nutrimental ha adquirido 

interés como estrategia para modificar su composición. Para este propósito se han incorporado 

materias primas ricas en proteína y fibra, como leguminosas y otras fuentes vegetales, así como 

diferentes harinas, frutas y hortalizas, tanto en productos terminados como en mezclas destinadas 

a procesos posteriores (Kosović et al. 2016). 

La elaboración de botanas extruidas implica el transporte, la mezcla y la compresión de alimentos 

húmedos para formar masas que pueden extruirse como varillas simples o, en el caso de la pasta, 

como formas bien definidas. La base de esta tecnología es el sistema de tornillo, confinado dentro 

de un barril que transporta la masa hacia pequeñas aberturas al final del barril llamadas troqueles. 

En el espacio confinado del barril, la masa se comprime y se calienta a altas temperaturas, mientras 

se somete a altas presiones, antes de ser extruida a través de las matrices hacia la exterior. En la 

cocción por extrusión, una materia prima de polvos húmedos también se transporta, mezcla y 

comprime antes de darle forma en un troquel (Riaz 2019).  

2.3.1 Clasificación según el proceso de elaboración 

Las botanas pueden clasificarse de acuerdo con su proceso de elaboración en distintas 

generaciones. Las botanas de primera generación corresponden a productos obtenidos a partir de 

materias primas naturales con procesamiento mínimo, como palomitas de maíz, nueces o frutos 

secos. En contraste, la mayoría de las botanas comerciales actuales pertenecen a las botanas de 

segunda generación, las cuales se obtienen principalmente mediante procesos de extrusión directa 

que generan productos expandidos listos para su consumo después de etapas posteriores de secado 
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y sazonado. Una categoría más avanzada corresponde a las botanas de tercera generación, también 

conocidas como pellets, que se producen inicialmente como productos intermedios de alta densidad 

mediante extrusión. Estos pellets requieren un proceso adicional de expansión, que puede realizarse 

mediante fritura, horneado o microondas, para desarrollar su estructura final. Debido a su alta 

densidad aparente y menor contenido de humedad, estos productos presentan ventajas logísticas 

importantes, como mayor estabilidad durante el almacenamiento y facilidad para su empaque y 

transporte (Kantrong et al., 2022; Saldivar, 2016).  

2.3.1.1 Botanas de tercera generación 

En la elaboración de botanas de tercera generación, la extrusión se utiliza para producir pellets 

densos y estables que funcionan como intermediarios antes de la etapa de expansión. Las 

condiciones termomecánicas del proceso generan modificaciones en los componentes de la matriz 

alimentaria que pueden alterar la digestibilidad del almidón y las proteínas, la solubilidad de 

algunas fracciones de fibra y el contenido o actividad de determinados factores antinutricionales y 

enzimas oxidativas (Tovar-Jímenez et al. 2016). 

Las botanas de tercera generación o "pellets" se refiere a un semi o medio producto que tiene una 

apariencia similar a un gel duro y muy denso. Este tipo de productos debido a que después de la 

cocción por extrusión se secan hasta un contenido de humedad estable, requiere un proceso 

adicional para inflarse o expandirse, como aceite caliente, inflado con aire caliente, microondas o 

calentamiento por infrarrojo como nuevas variantes. Después de la expansión, los productos se 

condimentan con varios tipos de especias y también se pueden saborizar antes de la expansión y 

ofrecerse como gránulos. Las botanas de tercera generación han cobrado interés debido a que se 

son fáciles de empaquetar y transportar y se pueden conservar por más tiempo que otras botanas. 

Estas botanas en gránulos se pueden vender como alimentos listos para consumir o se pueden 

vender directamente al consumidor para que los prepare en casa (Panak Balentic et al., 2018). 

2.3.1.2 Proceso de expansión y propiedades tecno funcionales   

Entre los diferentes métodos de expansión utilizados para pellets de tercera generación, la fritura 

ha sido históricamente el más empleado debido a su capacidad para generar una rápida expansión 

y una textura crujiente característica del producto final. Sin embargo, en años recientes se han 

explorado alternativas como el horneado, el aire caliente y la expansión por microondas, 
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principalmente con el objetivo de reducir el contenido de grasa y mejorar el perfil nutrimental de 

las botanas expandidas (Neder-Suárez et al., 2024).  

Entre los métodos empleados para expandir pellets, el calentamiento por microondas constituye 

una alternativa basada en la generación rápida de calor dentro de la matriz. La absorción de energía 

por el agua presente en el producto favorece su vaporización y el incremento de la presión interna, 

lo que promueve la expansión y el desarrollo de una estructura porosa (Acurio et al., 2023). La 

magnitud de estos cambios depende de las condiciones previas y durante el calentamiento; 

particularmente, la humedad del pellet y el tiempo de exposición pueden modificar el grado de 

expansión, la densidad aparente y las características texturales del producto obtenido. 

El índice de absorción de agua (WAI) y el índice de solubilidad en agua (WSI) son parámetros 

utilizados para caracterizar el comportamiento de hidratación de productos extruidos. El WAI 

refleja la capacidad de la matriz para retener agua, mientras que el WSI se relaciona con la 

proporción de componentes solubles liberados al medio. Ambos parámetros pueden modificarse 

como consecuencia de transformaciones ocurridas durante el procesamiento, entre ellas la 

gelatinización y fragmentación del almidón y los cambios en las proteínas, y contribuyen a 

describir las propiedades tecnofuncionales del producto obtenido (Jacquet et al., 2025). 

La microestructura desarrollada durante la expansión se relaciona con el comportamiento 

tecnofuncional de los productos extruidos. Aspectos como el tamaño, la distribución y la 

uniformidad de las celdas pueden repercutir en propiedades físicas como la densidad y la textura, 

así como en la interacción de la matriz con el agua. De esta manera, las características del producto 

final reflejan tanto las transformaciones estructurales de la matriz como las condiciones empleadas 

durante su procesamiento(Osuna-Gallardo et al., 2023). 

2.3.2 Formulaciones típicas para botanas de tercera generación 

En su formulación se puede agregar y enriquecer con diferentes tipos de proteínas, como carne 

(camarones frescos, pollo, ternera), productos lácteos (sólidos lácteos, queso, yogur) y proteínas 

de leguminosas (soya, frijol, chícharo, haba) (Tabla 1). Se pueden emplear cantidades de hasta un 

30-35% y aun así mantener la alta calidad del producto final. La harina de maíz azul también puede 

ser utilizada en la elaboración de estas botanas, con características fisicoquímicas de alta calidad, 

con los potenciales beneficios para la salud derivados de sus características nutrimentales  

(Kantrong et al., 2022; Panak Balentic et al., 2018).  
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Tabla 1. Formulaciones típicas para botanas de tercera generación 
Objetivo tecnológico Formulación base Composición (% p/p) 

Textura dura y 
crujiente 

Formulación 1 

92% maíz molido 
5% almidón de maíz 

0.5 % de monoglicérido 
2.5% manteca líquida 

Formulación 2 
94.5% harina de maíz o trigo 
5% almidón de maíz o trigo 

0.5 % de monoglicérido 

Textura suave y 
esponjosa 

Formulación 1 

55% almidón de maíz 
30% almidón de trigo 

14% almidón de tapioca 
lecitina desaceitada al 1% 

Formulación 2 

56% harina de maíz 
27,5% almidón de trigo 
14% almidón de tapioca 

2.5 aceite vegetal 

Formulación 3 

7% harina de trigo 
9% harina de arroz 

80% harina de tapioca 
13% aceite vegetal 

1% sal 
Fuente: Modificado de Panak Balentic et al., (2018).  

2.4 Materias primas alternativas para botanas extruidas 

Las botanas extruidas se fabrican con mayor frecuencia a partir de mezclas populares a base de 

cereales, como maíz, trigo y arroz. Dependiendo de su calidad, el material debe ser molido y pesado 

correctamente, de acuerdo con la formulación, y mezclado completamente antes de iniciar el 

proceso. Si se requiere acondicionar, se agrega agua y/o vapor a la materia prima antes de mezclar 

(Panak Balentic et al., 2018). Para la elaboración de botanas extruidas, se pueden utilizar materias 

primas alternativas con un posible valor agregado como las leguminosas, o en algunos casos, 

subproductos alimenticios y/o variedades no explotadas comercialmente (Moscicki 2016).  

Se puede seleccionar y agregar una amplia gama de materias primas para producir botanas de 

tercera generación de buena calidad. Para la formulación de nuevas recetas se debe contemplar que 

actualmente los consumidores se preocupan más por su salud, en consecuencia, se ha incrementado 

el interés hacia alimentos más naturales, orgánicos y producidos a partir de fuentes de materias 

primas más saludables que puedan aportar beneficios funcionales (Kantrong et al., 2022).  

2.4.1 Maíz azul (Zea mays)  

El maíz (Zea mays L.), especie perteneciente a la familia Poaceae, constituye uno de los cultivos 

de mayor importancia en la producción agrícola mundial. Durante 2024 se obtuvieron 
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aproximadamente 1.22 mil millones de toneladas, volumen que lo situó como el cereal con mayor 

producción global. Su importancia también se extiende a la industria alimentaria, donde el grano 

se emplea directamente o como materia prima para la obtención de productos como harina, 

almidón, jarabes y aceite (FAO, 2025). 

El maíz fue domesticado en México a partir del teocintle silvestre anual (Zea mays subsp. 

parviglumis) hace alrededor de 9000 años. El proceso de domesticación implicó la adaptación del 

maíz desde su origen tropical a las condiciones ambientales templadas y diversas, sufriendo una 

importante transformación morfológica en la planta y la arquitectura de la inflorescencia (Gálvez 

Ranilla, 2020). 

El maíz ocupa un lugar central en la alimentación y cultura de México, además de constituir uno 

de los cultivos de mayor relevancia para el país. En 2023, su consumo alcanzó aproximadamente 

133.6 kg por habitante al año, cifra que ubicó a México como el mayor consumidor per cápita a 

nivel mundial. El territorio mexicano también forma parte del centro de origen y diversificación de 

esta especie y alberga alrededor de 59 razas nativas. Dentro de esta diversidad se encuentra el maíz 

azul, cuyos granos se distinguen por la presencia de compuestos fenólicos, principalmente 

antocianinas, que contribuyen a su capacidad antioxidante y aumentan su interés como materia 

prima para el desarrollo de productos alimenticios (Fideicomisos Instituidos en Relación con la 

Agricultura [FIRA], 2024; Sánchez‐Madrigal et al., 2014).  

2.4.1.1 Contenido nutrimental 

El maíz contiene principalmente carbohidratos, proteínas lípidos y fibra dietética. El endospermo 

concentra principalmente almidón y proteínas, mientras que el germen presenta una mayor 

proporción de lípidos y el pericarpio constituye la principal fracción fibrosa del grano. Aunque el 

almidón y las proteínas son los principales compuestos de los granos de maíz, en variedades 

pigmentadas se han encontrado otras sustancias producidas por el metabolismo secundario, como 

los carotenoides y las antocianinas (Moreira et al. 2015). 

La composición química del maíz varía en función del genotipo y de factores como las condiciones 

ambientales, el manejo del cultivo y el momento de cosecha (Tabla 2). Parte de esta diversidad se 

manifiesta en la coloración de los granos, que comprende variedades blancas, amarillas, rojas, 

moradas y azules. Estas tonalidades están relacionadas con la presencia y distribución de diferentes 

pigmentos; entre ellos, los carotenoides contribuyen principalmente a las coloraciones amarillas y 
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anaranjadas, mientras que las antocianinas, pigmentos hidrosolubles pertenecientes al grupo de los 

flavonoides, participan en las tonalidades rojas, púrpuras y azules de los tejidos vegetales (Kuhnen 

et al. 2011).  

Tabla 2. Composición nutrimental de genotipos de maíz nativo (Zea mays) de México 

Componente 

(g/100g) 

Variedad   

Amarillo 
Azul Chalaqueño 

suave 
Azul Chalaqueño duro 

Azul 
Tarahumara 

Humedad  9.67 - - 10.99 
Cenizas  1.00 1.5 1.5 1.20 
Proteína 12.12 8.9 10.8 6.42 
Lípidos 3.67 5.8 6.6 5.95 
Fibra cruda  1.76 1.2 1.5 2.2 
Carbohidratos 71.77 81.4 79.9 73.39 

Fuente: Navarro Cortez et al., 2016; Rodríguez-Salinas et al. (2020). 

2.4.1.1.1 Antocianinas del maíz azul  

Los maíces pigmentados se caracterizan por un contenido elevado de metabolitos fenólicos, 

particularmente antocianinas, aunque su concentración y perfil dependen del genotipo y de la 

fracción del grano analizada. Además de las antocianinas, se han identificado flavonoides y ácidos 

fenólicos que contribuyen a la capacidad antioxidante de estas matrices (Navarro Cortez et al. 

2016). 

La producción de maíz azul en México se extiende a estados como Campeche, Chiapas, Jalisco, 

Chihuahua, Guerrero, Puebla y Michoacán, mientras que el Estado de México sobresale con una 

producción aproximada de 200 mil toneladas anuales (Instituto Nacional de Investigaciones 

Forestales, Agrícolas y Pecuarias, 2020). Además de su empleo en alimentos tradicionales, los 

granos de maíz azul contienen antocianinas, carotenoides y otros compuestos fenólicos (Tabla 3). 

La presencia de estos componentes influye en la capacidad antioxidante de los maíces pigmentados, 

que puede ser superior a la registrada en materiales no pigmentados (Harakotr et al. 2014).  

Tabla 3. Contenido de antocianinas y compuestos fenólicos de genotipos de maíz nativo (Zea 
mays) de México 

Compuestos fenólicos 

(mg/100g) 

Variedad 

Amarillo Blanco Azul Morado 
Totales** 551 170 343 465 
Libres** 104 33.4 73.1 83.7 
Conjugados** 447 136 271 381 
Antocianinas* 70.2 1.54 99.5 93.2 

*Concentración expresada en mg de cianidina-3-glucósido/100 g de muestra. **Concentración expresada en mg de 
ácido gálico/100 g de muestra. Fuente: Lopez-Martinez et al. (2009). 
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El color azul del maíz es causado por las antocianinas, que se encuentran principalmente en la capa 

de aleurona y pericarpio. Las antocianinas son flavonoides que presentan capacidad antioxidante y 

propiedades que brindan beneficios para la salud, son solubles en agua, inestables a pH básico y se 

ven afectadas por las altas temperaturas durante el procesamiento (Sánchez‐Madrigal et al., 2014). 

El color de estos compuestos depende del número y posición de los sustituyentes en la molécula; 

un aumento en la cantidad de grupos hidroxilo produce tonos de pigmento azul y, por el contrario, 

un predominio de metoxilos da como resultado tonos rojos (Flores-Calderón et al. 2017). 

2.4.2 Frijol ayocote (Phaseolus coccineus) 

Los frijoles Phaseolus son leguminosas de grano o cultivos de legumbres de relevancia en el mundo 

en términos de consumo humano y animal. Este género, comprende varias especies silvestres y 

cultivadas que incluyen frijol común, (P. vulgaris), frijol lima (P. lunatus), frijol tépari (P. 

acutifolius), frijol perenne (P. polyanthus) y frijol ayocote (P. coccineus). Los cultivos de frijoles 

comunes y ayocotes se domesticaron de forma independiente dentro de dos centros de diversidad, 

lo que dio lugar a dos acervos genéticos, mesoamericano y andino, estos con diversas 

características consecuencia de su aislamiento reproductivo y geográfico (Sinkovič et al. 2019). 

El frijol ocupa un lugar relevante en la alimentación tradicional de México y contribuye al aporte 

de proteína vegetal y fibra dietética, además de contener diversos componentes de interés 

nutrimental. A pesar de su importancia, su consumo ha disminuido durante las últimas décadas, 

pasando de valores superiores a 15 kg per cápita al año a aproximadamente 8 kg anuales. México 

alberga, además, una amplia diversidad de especies y variedades nativas del género Phaseolus; sin 

embargo, solo una proporción reducida se comercializa de manera extensiva. Esta diversidad 

constituye una oportunidad para estudiar y aprovechar materiales nativos con características 

nutrimentales y tecnológicas de interés (CIAD, 2025; FIRA, 2024).  

Una de estas especies es el frijol ayocote (Phaseolus coccineus), en donde resalta su variedad 

morada, que cuenta con altas cantidades de compuestos bioactivos, destacando los flavonoides 

(Alvarado-López et al. 2019). El frijol ayocote es una especie perenne que puede vivir hasta 10 

años, aunque fuera de Centroamérica y México se suele cultivar como anual, ya que no puede 

sobrevivir a las heladas. Es nativo de México, Guatemala y Honduras, y las formas silvestres 

probablemente no sean todas ancestrales. En México y Centroamérica, la mayor diversidad de P. 
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vulgaris y P. coccineus se conservan como parte de los sistemas tradicionales de cultivo, traspatios 

y bosques (Rodriguez et al. 2013).  

2.4.2.1 Contenido nutrimental 

En gran parte de la población mundial el género Phaseolus es considerado parte importante de la 

dieta habitual, debido a que es una fuente considerable de proteína, carbohidratos complejos y fibra 

(Tabla 4). A nivel mundial, la producción de frijol seco supera 30 millones de toneladas anuales, 

con una superficie de cosecha cercana a 36 millones de hectáreas, lo que refleja la importancia de 

este cultivo dentro de los sistemas alimentarios globales (FAOSTAT, 2023). 

El frijol ayocote constituye una fuente de proteína vegetal, fibra dietética, vitaminas y minerales 

como hierro, potasio, magnesio y zinc. Su perfil de aminoácidos puede complementar al de los 

cereales, particularmente por su aporte de aminoácidos esenciales que se encuentran en 

proporciones limitadas en estas matrices. Asimismo, contiene diversos compuestos fenólicos, entre 

ellos ácidos hidroxibenzoicos e hidroxicinámicos, flavonoides y lignanos, cuya presencia 

contribuye al interés nutrimental de esta leguminosa (Aquino-Bolaños et al. 2021).  

Tabla 4. Composición nutrimental de semillas secas y crudas por especies Phaseolus 
Componente 

(g/100g) 

Especie  

P. coccineus P. lunatus P. vulgaris 

Humedad  11.20 9.62 10.16 
Cenizas  4.27 3.48 3.78 
Lípidos 1.87 1.60 2.22 
Proteína  17.28 19.68 20.48 
Carbohidratos 65.39 65.62 62.57 
Fibra  4.18 5.21 5.02 
Energía  424.54 445.98 444.78 

Fuente: Alcázar-Valle et al. (2020). 

Se ha demostrado que en algunas especies de frijol común (P. vulgaris) y variedades de P. coccineus 

y P. lunatus, los componentes fenólicos (Tabla 5) tienen capacidad antioxidante. Además, existe 

evidencia de que las especies nativas de frijol son esenciales porque contienen importantes 

componentes nutricionales para la seguridad y suplementación alimentaria; por ejemplo, el 

contenido de aminoácidos libres predominantes en los frijoles son la arginina, el ácido aspártico, 

la asparagina, el ácido glutámico y la leucina. Estos, desempeñan un papel clave en funciones 

estructurales como fisiológicas y son importantes precursores de metabolitos. Además, pocas 

cantidades de aminoácidos libres como triptófano, fenilalanina, isoleucina o prolina pueden actuar 

como antioxidantes (Alcázar-Valle et al., 2021; Aquino-Bolaños et al., 2021). 
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Tabla 5. Contenido de compuestos fenólicos, antocianinas y capacidad antioxidante in vitro 
de semillas secas y crudas de especies Phaseolus  

Determinación  
Especie  

P. coccineus P. vulgaris 

Cascara de la semilla  

Compuestos fenólicos totales1 152.4 81.7 
Flavonoides2 22.0 10.6 
Antocianinas3 0.15 5.12 
Actividad antioxidante4 1169.4 874.2 

Cotiledones  

Compuestos fenólicos totales1 2.41 1.86 
Flavonoides2 0.30 0.30 
Capacidad antioxidante4 8.11 7.41 

1mg equivalentes de ácido gálico por gramo de muestra seca; 2mg equivalentes de catequina por gramo de 
muestra seca; 3mg de cianidina-3-glucósido por gramo de muestra seca; 4micromoles de equivalentes de 
Trolox por gramo de muestra seca. Fuente: Capistrán-Carabarin et al. (2019). 

La incorporación de derivados de frijol en productos elaborados con cereales ha sido evaluada 

como una estrategia para modificar su composición nutrimental. Mariscal-Moreno et al. (2021) 

estudiaron la adición de 10 y 20% de harina de frijol en pan y observaron un mayor aporte de 

minerales, fibra y otros nutrimentos, manteniendo características de digestibilidad y aceptación 

sensorial adecuadas en niveles de incorporación inferiores al 20%. Por su parte, Sánchez-Villa et 

al. (2020) emplearon aislados proteicos de frijol ayocote en tortillas de maíz nixtamalizado y 

reportaron una mejora en su composición nutrimental sin cambios significativos en las propiedades 

reológicas, texturales y sensoriales ni en la aceptabilidad del producto (Sánchez-Villa et al. 2020). 

A pesar de su valor nutrimental y de su adaptación a sistemas tradicionales de cultivo, el 

aprovechamiento comercial del frijol ayocote continúa siendo limitado. En este contexto, su 

incorporación como materia prima en nuevos productos alimenticios representa una alternativa 

para diversificar su aprovechamiento y promover el consumo de esta leguminosa nativa 

(Schwember et al. 2017). 

2.4.2.1.1 Factores antinutricionales  

Los factores antinutricionales (Figura 2) comprenden diversos componentes presentes 

naturalmente en alimentos de origen vegetal que, bajo determinadas condiciones, pueden disminuir 

la utilización de nutrimentos al afectar la digestibilidad de proteínas y carbohidratos o limitar la 

disponibilidad de algunos minerales (Thakur et al., 2019). Las leguminosas del género Phaseolus, 

además de su aporte nutrimental, contienen compuestos clasificados como antinutricionales, entre 

los que se incluyen ácido fítico, lectinas, inhibidores de enzimas digestivas (como tripsina, 
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quimotripsina y amilasa), saponinas, oligosacáridos y taninos (Boye et al., 2010; Lacaille-Dubois 

y Melzig, 2016).  

No obstante, la clasificación de estos compuestos como factores antinutricionales no excluye que 

algunos presenten otras propiedades de interés, cuya relevancia depende de su naturaleza y 

concentración (Sánchez-Arteaga et al., 2015; Singh et al., 2017). Por ejemplo, algunas lectinas 

aisladas de especies del género Phaseolus han mostrado capacidad antioxidante in vitro mediante 

el ensayo DPPH, lo que evidencia que sus propiedades no se limitan exclusivamente a sus efectos 

antinutricionales (Alcázar-Valle et al., 2020).  

Entre los factores antinutricionales presentes en los frijoles destacan los inhibidores de tripsina, el 

ácido fítico y los α-galacto-oligosacáridos. Los primeros reducen la actividad de la tripsina y 

pueden limitar la hidrólisis de las proteínas durante la digestión. El ácido fítico, por su capacidad 

para interactuar con minerales como hierro, zinc, calcio y magnesio, puede disminuir su 

disponibilidad para la absorción. En contraste, los α-galacto-oligosacáridos no son digeridos en el 

intestino delgado debido a la ausencia de α-galactosidasa en el organismo humano y alcanzan el 

colon, donde su fermentación por la microbiota puede ocasionar producción de gases y distensión 

abdominal (Njoumi et al., 2019). Para disminuir los efectos antinutricionales de estos componentes 

se han empleado tratamientos como remojo, cocción, fermentación, germinación y extrusión, cuya 

eficacia depende de la naturaleza del compuesto y de las condiciones de procesamiento (Mojica 

et al., 2017).  

Figura 2. Categorías de los compuestos antinutricionales en leguminosas.  

Categorías de 
compuestos 

antinutricionales en 
leguminosas

Compuestos a base de 
proteínas

Lectinas, aglutininas, 
inhibidores de proteasa y 

peptidos biactivos 

Compuestos no 
basados en 
proteínas

Alacaloides, ácido fítico, 
compuestos fenólicos 

(taninos), oligosacaridos y 
saponinas 
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2.5 Propiedades tecnofuncionales, estructurales y potencial bioactivo en sistemas cereal con 

leguminosa extruidos  

Durante el procesamiento por extrusión, las condiciones de alta temperatura, presión y 

cizallamiento generan modificaciones importantes en la matriz alimentaria, incluyendo cambios en 

la organización del almidón, las proteínas y otros componentes estructurales. Estas 

transformaciones estructurales pueden influir en las propiedades tecnofuncionales, la digestibilidad 

y la estabilidad o disponibilidad de determinados compuestos presentes en la matriz, evidenciando 

la estrecha relación entre procesamiento, estructura y composición del producto final (Osuna-

Gallardo et al., 2023). 

Estas modificaciones estructurales no solo dependen de las condiciones de procesamiento, sino 

también de la interacción entre los principales componentes de la matriz, particularmente almidón 

y proteínas, los cuales forman una red tridimensional durante la extrusión. Esta red estructural 

desempeña un papel determinante en la retención de agua, la formación de estructuras celulares y 

la estabilidad del producto, lo que impacta directamente propiedades como la expansión, la textura 

y la digestibilidad. En este sentido, la microestructura del alimento se considera un factor clave 

para comprender la relación entre el procesamiento y la funcionalidad del producto final, por lo 

que su evaluación mediante técnicas instrumentales permite interpretar de manera integral los 

cambios inducidos por la extrusión (Corzo-Ríos et al., 2020; Guy, 2016).  

2.5.1 Complementariedad cereal con leguminosa: perfil de aminoácidos y calidad proteica 

La combinación de cereales y leguminosas constituye una estrategia ampliamente utilizada para 

mejorar la calidad proteica de los alimentos. Los cereales suelen presentar un contenido limitado 

de lisina, mientras que las leguminosas pueden ser deficientes en aminoácidos azufrados, 

principalmente metionina y cisteína. Debido a esta complementariedad, la incorporación de harinas 

de leguminosas en matrices a base de cereales puede favorecer un perfil de aminoácidos esenciales 

más equilibrado y mejorar la calidad nutrimental de la proteína respecto de formulaciones 

elaboradas únicamente con cereales (Schmidt y Oliveira, 2023; Shevkani et al., 2019). 

La incorporación de leguminosas no solo modifica el aporte proteico de una formulación, sino 

también el comportamiento de la matriz durante el procesamiento. Las interacciones entre 

proteínas, almidón y otros constituyentes pueden repercutir en la organización estructural del 

producto, sus propiedades tecnofuncionales y la digestibilidad de las proteínas. Por ello, los efectos 
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derivados de la combinación cereal-leguminosa deben analizarse considerando tanto la proporción 

de los ingredientes como las condiciones empleadas durante el procesamiento (Schmidt y Oliveira, 

2023). 

2.5.2 Modificaciones estructurales inducidas por el procesamiento 

2.5.2.1 Microestructura y organización estructural 

Las propiedades físicas y tecnofuncionales de las botanas extruidas están estrechamente 

relacionadas con las transformaciones estructurales que experimentan sus principales biopolímeros 

durante el procesamiento. La combinación de temperatura, humedad, presión y esfuerzo de corte 

durante la extrusión puede provocar gelatinización y pérdida de la organización granular del 

almidón, así como modificaciones conformacionales y agregación de proteínas. Posteriormente, 

durante la expansión, la generación y liberación de vapor favorece la formación de una estructura 

celular cuya distribución, tamaño y continuidad influyen sobre propiedades macroscópicas como 

expansión, densidad y textura. En matrices cereal y leguminosa, estas transformaciones pueden ser 

particularmente complejas debido a la interacción entre almidón, proteínas, fibra y lípidos, cuya 

proporción modifica la continuidad y capacidad de deformación de la matriz (Aguilar‐Palazuelos 

et al., 2006; Navarro Cortez et al., 2016; Neder-Suárez et al., 2021). 

La microscopía electrónica de barrido (SEM) permite examinar estas modificaciones a escala 

morfológica, incluyendo la pérdida de integridad de los gránulos de almidón, la formación de una 

matriz continua después de la extrusión y las características de las estructuras generadas durante la 

expansión. En botanas de tercera generación, la microestructura resultante depende tanto de las 

condiciones de procesamiento como de la composición de la formulación, ya que la incorporación 

de proteínas y fibra puede modificar la formación y estabilidad de las celdas y, consecuentemente, 

las propiedades físicas del producto (Neder-Suárez et al., 2024; Osuna-Gallardo et al., 2023). Por 

ello, el análisis microestructural proporciona un vínculo entre las transformaciones inducidas 

durante el procesamiento y propiedades tecnológicas como expansión, densidad y textura. 

Sin embargo, las modificaciones morfológicas observadas mediante SEM representan solamente 

uno de los niveles de organización de la matriz. La difracción de rayos X (XRD) permite evaluar 

el orden cristalino de largo alcance, particularmente de la fracción amilácea. Los almidones de 

cereales presentan comúnmente un patrón cristalino tipo A, cuya organización puede disminuir 

durante la extrusión como consecuencia de la gelatinización y desestructuración de las regiones 
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semicristalinas. Esta pérdida de orden no necesariamente conduce a una matriz completamente 

amorfa, ya que durante el procesamiento y enfriamiento pueden producirse fenómenos de 

reorganización molecular y formación de nuevos arreglos, incluidos complejos amilosa y lípido 

asociados con estructuras cristalinas tipo V (Aguilar‐Palazuelos et al., 2006; Navarro Cortez et al., 

2016; Neder-Suárez et al., 2021). En sistemas elaborados con maíz azul y frijol, se han observado 

disminuciones de las reflexiones características del almidón nativo y aparición o modificación de 

señales relacionadas con estos procesos de reorganización después del procesamiento (Neder-

Suárez et al., 2021). 

La espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier acoplada a reflectancia total atenuada 

(ATR-FTIR) permite caracterizar el entorno molecular de los principales componentes de una 

matriz alimentaria a partir de sus grupos funcionales y patrones de vibración. En sistemas 

constituidos principalmente por almidón y proteínas, las regiones correspondientes a O–H/N–H, 

Amida I y Amida II, así como el intervalo de 1200–900 cm⁻¹ asociado con polisacáridos, pueden 

reflejar modificaciones en estos biopolímeros. Dentro de esta última región, las bandas cercanas a 

1047, 1022 y 995 cm⁻¹ se han empleado para evaluar la organización de corto alcance del almidón, 

mientras que Amida I aporta información relacionada con el entorno conformacional de las 

proteínas (Hong et al., 2021; Usoltsev et al., 2019).  En matrices cereal-leguminosa, las variaciones 

en la formulación y las transformaciones inducidas por el procesamiento pueden alterar la 

organización molecular del almidón y las proteínas, así como las interacciones entre ambos 

componentes (Garcia-Valle et al., 2021; Neder-Suárez et al., 2021, 2024). 

La integración de estas técnicas permite relacionar las transformaciones estructurales inducidas por 

la extrusión y la expansión con las propiedades tecnofuncionales de las botanas de tercera 

generación, particularmente en formulaciones cereal y leguminosa cuya composición puede 

modificar la respuesta de la matriz durante el procesamiento. 

2.5.3 Efecto del procesamiento sobre compuestos de interés nutricional y potencial bioactivo 

Diversos componentes presentes naturalmente en los alimentos, particularmente en matrices 

vegetales, han sido estudiados por sus propiedades químicas y por su posible interacción con 

procesos biológicos. Entre ellos se encuentran compuestos fenólicos y otros metabolitos presentes 

en frutas, hortalizas, semillas, nueces y cereales integrales. Su interés en ciencia de alimentos deriva 

tanto de su presencia en la matriz como de las modificaciones que pueden experimentar durante el 
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procesamiento y la digestión, factores que condicionan su disponibilidad y sus propiedades in vitro 

(Le et al. 2020). En este contexto, la caracterización de estos componentes constituye una 

herramienta para estudiar el efecto de la formulación y del procesamiento en el desarrollo de 

nuevos productos alimenticios (Cazarin et al. 2022). 

La pigmentación de diversos alimentos vegetales se relaciona con la presencia de compuestos 

fenólicos, entre los que destacan las antocianinas por su contribución al color y sus propiedades 

antioxidantes (Nouri et al. 2016). En frijoles pigmentados se han identificado distintos perfiles de 

antocianinas según la variedad. Los frijoles negros contienen principalmente 3-O-glucósidos de 

delfinidina, petunidina y malvidina, además de haberse reportado malvidina-3,5-diglucósido. En 

frijoles pintos se han identificado cianidina-3-O-glucósido, pelargonidina-3-O-glucósido y 

pelargonidina-3-O-malonilglucósido (Dueñas et al. 2015; Lin et al. 2008). 

Los alimentos autóctonos, como el maíz azul y el frijol ayocote, han ganado cada vez más atención 

por su excelente fuente de antioxidantes dietéticos. No solo son ricas fuentes de componentes 

nutricionales como proteínas y vitaminas, sino también excelentes fuentes de constituyentes 

funcionales que incluyen fibra y compuestos bioactivos (compuestos fenólicos) (Kan et al. 2016). 

Sin embargo, estos generalmente no han recibido mucha atención como fuentes de antioxidantes, 

y esto podría deberse a su falta de popularidad y falta de aplicaciones comerciales. 

2.5.3.1 Antocianinas  

2.5.3.1.1 Estructura y clasificación de antocianinas  

Las antocianinas se clasifican según cinco grupos funcionales: estructuras básicas comunes, 

estructuras metiladas comunes, estructuras 3-desoxi, estructuras raramente hidroxiladas y 

estructuras raramente metiladas. Las antocianinas se biosintetizan a partir de malonil CoA y p-

cumaroil CoA por la chalcona sintasa. Malonil CoA se deriva de la ruta de biosíntesis de ácidos 

grasos y p-cumaroli CoA de fenilalanina. El análisis de antocianinas es complejo debido a su 

capacidad de transformaciones estructurales y múltiples reacciones (Kim et al. 2020).  

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides y corresponden a formas glicosiladas de 

las antocianidinas. Su diversidad estructural depende principalmente del patrón de hidroxilación y 

metoxilación del anillo B, así como del número, tipo y posición de los azúcares unidos a la 

molécula, entre los que se encuentran glucosa, galactosa y arabinosa. Estas variaciones 
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estructurales originan una amplia diversidad de antocianinas y condicionan las características de 

estos pigmentos hidrosolubles, responsables de numerosas tonalidades rojas, púrpuras y azules 

presentes en tejidos vegetales (Singla et al., 2019). 

2.5.3.1.2 Estabilidad de las antocianinas durante el procesamiento por extrusión  

La estabilidad de las antocianinas durante el procesamiento y almacenamiento está condicionada 

por múltiples factores relacionados tanto con su estructura química como con el entorno de la 

matriz alimentaria. Entre ellos se encuentran el pH, la temperatura y duración del tratamiento, 

concentración de los pigmentos, exposición al oxígeno y la luz, actividad enzimática y presencia 

de proteínas e iones metálicos (Patras et al., 2010). En particular, una mayor intensidad térmica 

puede favorecer su degradación; sin embargo, la magnitud de estas pérdidas varía según la 

estructura de las antocianinas, el tiempo de exposición y las características de la matriz en la que 

se encuentran (Hirth et al., 2014; Patras et al., 2010).  

La degradación térmica puede involucrar diferentes transformaciones estructurales. Entre los 

mecanismos propuestos se encuentran la apertura del anillo pirilio y formación de chalconas, así 

como la hidrólisis del enlace glucosídico con la consecuente formación de la aglicona. Asimismo, 

la presencia de oxígeno puede favorecer procesos oxidativos durante el procesamiento, por lo que 

la pérdida de antocianinas resulta de mecanismos cuya magnitud depende tanto de las condiciones 

de tratamiento como de la estructura química y el entorno en el que se encuentran estos compuestos 

(Patras et al., 2010).  

En procesos de extrusión, la estabilidad de las antocianinas adquiere mayor complejidad debido a 

la acción simultánea de temperatura, humedad, esfuerzo mecánico y tiempo de residencia. La 

extrusión es un proceso de alta temperatura y corto tiempo, por lo que los tiempos reducidos de 

exposición pueden limitar algunas reacciones de degradación; sin embargo, las temperaturas 

elevadas y los esfuerzos de corte pueden incrementar las pérdidas de compuestos termolábiles 

(Hirth et al., 2014; Patras et al., 2010).  

2.5.3.2 Acido fítico  

2.5.3.2.1 Estructura e interacciones fisicoquímicas del ácido fítico 

En cereales y leguminosas, una proporción importante del fósforo de reserva se encuentra como 

ácido fítico, químicamente identificado como myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfato (InsP6 o 



 

24 
 

IP6). La molécula contiene seis grupos fosfato esterificados a un anillo de myo-inositol, cuya 

ionización le confiere múltiples cargas negativas en función del pH. Esta propiedad explica su 

afinidad por diferentes cationes y su capacidad para establecer interacciones con otros 

constituyentes de la matriz alimentaria (Cheryan y Rackis, 1980; Fileppi et al., 2010). 

La capacidad de ionización de sus grupos fosfato permite la formación de complejos con minerales 

divalentes y proteínas, cuya estabilidad depende de factores como el pH, la fuerza iónica, la 

concentración relativa de los componentes y las características estructurales de las proteínas 

(Cheryan y Rackis, 1980). En medios ácidos, la presencia de grupos proteicos con carga positiva 

favorece interacciones electrostáticas con el anión fitato, mientras que los cambios en el estado de 

ionización de las proteínas pueden modificar la magnitud de estas asociaciones (Alli y Baker, 

1981). 

Además de formar complejos binarios con proteínas o minerales, el ácido fítico puede participar 

en asociaciones ternarias proteína, fitato y mineral. La estabilidad de estos complejos está influida 

por el pH, la fuerza iónica y la concentración de cationes, particularmente calcio y magnesio, por 

lo que cambios en las condiciones del medio pueden modificar su solubilidad y sus interacciones 

con otros constituyentes de la matriz (Sarkhel y Roy, 2022). Estas propiedades son relevantes 

durante el procesamiento de alimentos, ya que las modificaciones estructurales de las proteínas y 

del entorno fisicoquímico pueden alterar la forma en que el fitato se encuentra asociado dentro del 

sistema alimentario. 

2.5.3.2.2 Estabilidad del ácido fítico durante el procesamiento por extrusión 

El contenido y comportamiento del ácido fítico pueden modificarse durante el procesamiento de 

cereales y leguminosas. En particular, la extrusión constituye un tratamiento de alta temperatura y 

corto tiempo en el que actúan simultáneamente temperatura, humedad, presión y esfuerzo 

mecánico, condiciones capaces de modificar la estructura y reactividad de los componentes de la 

matriz. Durante este proceso se han reportado reducciones en el contenido de ácido fítico asociadas 

con su hidrólisis parcial, cambios en su reactividad química y formación de complejos con otros 

componentes (Sarkhel y Roy, 2022). 

La magnitud de estas modificaciones depende de las condiciones de extrusión y de las 

características de la materia prima. En harinas de chícharo, frijol y haba se han observado 

reducciones de ácido fítico después de la extrusión, acompañadas por la hidrólisis parcial IP6 hacia 



 

25 
 

formas con menor grado de fosforilación, principalmente IP5 e IP4 (Sarkhel y Roy, 2022). 

Asimismo, el contenido de humedad de la alimentación se ha señalado como un factor relevante, 

ya que puede favorecer las transformaciones del fitato durante el tratamiento termomecánico. En 

consecuencia, las variaciones observadas después de la extrusión no dependen exclusivamente de 

la temperatura, sino de la interacción entre humedad, tiempo de residencia, condiciones mecánicas 

y composición de la matriz (Amat et al., 2023). 

Las modificaciones del ácido fítico durante el procesamiento tampoco deben interpretarse 

únicamente como destrucción térmica. Debido a su capacidad para interactuar con proteínas y 

minerales, los cambios inducidos por la extrusión en la conformación proteica, la solubilidad y la 

disponibilidad de grupos cargados pueden modificar simultáneamente la formación y estabilidad 

de complejos fitato, proteína y mineral. Por tanto, los cambios en el contenido cuantificable de 

ácido fítico después del procesamiento pueden reflejar distintos fenómenos fisicoquímicos 

asociados con la hidrólisis, complejación y modificación de su interacción con la matriz alimentaria 

(Amat et al., 2023; Sarkhel y Roy, 2022). 

2.5.4 Digestibilidad y fracción con potencial bioaccesible in vitro   

La caracterización química y nutrimental de los alimentos funcionales constituye una herramienta 

importante para estimar su potencial biológico; sin embargo, la presencia de compuestos bioactivos 

en una matriz alimentaria no garantiza necesariamente su estabilidad, liberación o disponibilidad 

fisiológica después del proceso digestivo. Diversos compuestos de interés funcional, como 

polifenoles, antocianinas, carotenoides, péptidos y otros metabolitos bioactivos, pueden sufrir 

transformaciones estructurales, degradación o interacciones con la matriz alimentaria durante la 

digestión gastrointestinal, modificando significativamente su bioaccesibilidad y actividad 

biológica (Chen et al., 2016; Nicolescu et al., 2023). Por ello, en los últimos años se ha 

incrementado el interés por incorporar modelos de digestión gastrointestinal in vitro en la 

evaluación de alimentos funcionales y compuestos biactivos. 

 La bioaccesibilidad se define como la fracción de un compuesto que permanece disponible para 

su absorción a nivel intestinal después de los procesos fisiológicos asociados a la digestión, 

incluyendo cambios de pH, acción enzimática e interacciones con otros componentes de la matriz 

alimentaria (Nicolescu et al., 2023). En este contexto, la digestión gastrointestinal in vitro permite 

aproximar el comportamiento fisiológico de diferentes compuestos bioactivos bajo condiciones 
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simuladas del tracto gastrointestinal, proporcionando información relevante sobre su estabilidad, 

liberación y posible disponibilidad biológica. Asimismo, estos modelos permiten evaluar 

modificaciones en la digestibilidad de macronutrientes y cambios estructurales inducidos por el 

procesamiento de alimentos, particularmente en productos sometidos a tratamientos térmicos como 

la extrusión (Brodkorb et al., 2019; Nicolescu et al., 2023). 

Actualmente, el método INFOGEST es uno de los modelos de digestión in vitro más utilizados y 

aceptados para la evaluación de alimentos. Este protocolo fue desarrollado mediante consenso 

internacional con el objetivo de armonizar las condiciones experimentales utilizadas en estudios de 

digestión gastrointestinal, incorporando parámetros fisiológicamente relevantes relacionados con 

las fases oral, gástrica e intestinal, incluyendo pH, actividad enzimática, sales biliares, tiempos de 

incubación y composición de fluidos digestivos simulados (Brodkorb et al., 2019). Su 

implementación ha permitido mejorar la reproducibilidad y comparabilidad entre estudios, 

favoreciendo la evaluación estandarizada de digestibilidad, bioaccesibilidad y liberación de 

compuestos bioactivos en diferentes matrices alimentarias. 

En alimentos funcionales elaborados a partir de cereales y leguminosas, la digestión 

gastrointestinal in vitro adquiere especial relevancia debido a que el procesamiento puede 

modificar significativamente la estructura de proteínas, almidones y compuestos fenólicos. 

Procesos como la extrusión pueden inducir desnaturalización proteica, gelatinización del almidón 

y ruptura de estructuras celulares, afectando la liberación y accesibilidad de compuestos bioactivos 

durante la digestión (H. Zhou et al., 2023). De manera particular, las antocianinas y otros 

compuestos fenólicos presentes en matrices vegetales son altamente susceptibles a cambios de pH, 

degradación enzimática e interacciones con macromoléculas alimentarias, lo cual puede alterar su 

estabilidad y actividad antioxidante después de la digestión gastrointestinal (Brodkorb et al., 2019; 

Nicolescu et al., 2023). 

En consecuencia, la incorporación de modelos de digestión gastrointestinal in vitro en la evaluación 

de alimentos funcionales representa una herramienta relevante para estimar de manera más precisa 

el potencial bioactivo de los alimentos después de su consumo. Estos modelos permiten 

complementar la caracterización química convencional y generar información más cercana al 

posible comportamiento fisiológico de compuestos bioactivos y nutrimentos bajo condiciones 
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gastrointestinales simuladas, fortaleciendo así la evaluación funcional de nuevas formulaciones 

alimentarias. 

En este contexto, la combinación de maíz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus 

L.) resulta de interés por la complementariedad de su composición nutrimental. El maíz azul aporta 

principalmente carbohidratos y compuestos fenólicos, entre ellos antocianinas, mientras que el 

frijol ayocote contribuye con proteína, fibra dietética y lisina, además de diversos compuestos 

fenólicos. La incorporación conjunta de ambas materias primas en productos extruidos permite 

obtener formulaciones con un perfil nutrimental más equilibrado; sin embargo, las características 

de la matriz y las condiciones de procesamiento pueden modificar tanto sus componentes como las 

propiedades tecnofuncionales del producto obtenido (Espinosa-Ramírez et al., 2022; Sánchez‐

Madrigal et al., 2014; Shevkani et al., 2019; Teniente-Martínez et al., 2022). 

2.6 Importancia del desarrollo de botanas saludables  

A medida que cambia el estilo de vida de las personas y aumenta la industrialización de alimentos, 

se incrementa la transición hacia el consumo de alimentos hipercalóricos y poco saludables. Las 

botanas son una de las formas más concentradas de energía alimentaria, debido a que la mayoría 

contienen grandes cantidades de aceite, almidón y están prácticamente libres de agua. El contenido 

de fibra dietética, vitaminas, minerales y proteínas y la calidad de la mayoría de las botanas son 

bajos, ya que generalmente se fabrican para formar sémolas de cereal y almidones refinados. (Allan 

et al. 2015).  

Las botanas deben formularse no solo en función de los intereses y preferencias de los 

consumidores, sino también de sus necesidades nutricionales. El consumo de botanas poco 

saludables puede traer diferentes problemas de salud como obesidad, caries dental y enfermedades 

crónicas. Además, el consumo botanas no saludables durante la niñez y la adolescencia, aumenta 

el riesgo de desarrollar problemas de salud en la edad adulta como enfermedades cardiovasculares, 

hipertensión y diabetes mellitus (Bastami et al. 2019).  

En los últimos años, numerosas investigaciones han priorizado el desarrollo de botanas con valor 

agregado en cuanto al mantenimiento y protección de la salud, mejorando la nutrición del 

consumidor y promoviendo una buena salud. Desde que las Naciones Unidas publicaron los 

Objetivos de Desarrollo Sostenible (United Nations 2015), se han adoptado diversas estrategias en 

todo el mundo, tanto la ciencia como la industria alimentaria se han enfrentado al desafío de buscar 
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soluciones para promover el uso de alimentos que están siendo desaprovechados. Algunos de estos 

alimentos son de especial interés porque suelen contener cantidades significativamente elevadas 

de determinados compuestos (componentes bioactivos, fibras dietéticas, vitaminas, minerales, 

etc.), que constituyen una materia prima muy valiosa para la producción y desarrollo de nuevos 

productos (Jozinović et al. 2021).  

De igual manera, existe un creciente interés en la población sobre la relación entre alimentos, 

nutrición y salud, además de una mayor conciencia de los consumidores hacia un buen estilo de 

vida y enfatizar la necesidad de limitar el consumo de botanas con alto contenido de aceite, calorías 

provenientes de grasas y colesterol, entre otros. Hoy en día, los consumidores están más interesados 

en productos saludables y con propiedades sensoriales (sabor, textura y aceptabilidad general), 

similares en comparación con otras botanas de alto consumo (Petersen et al. 2019). Uno de estos 

productos son las botanas de tercera generación a base de ingredientes saludables con potencial 

funcional debido al contenido de compuestos bioactivos, además, estos productos son cada vez 

más populares y consumidos en todos los grupos de edad de la población (Grasso 2020). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

La industria alimentaria ha mostrado un creciente interés por el desarrollo de productos de consumo 

habitual con una composición nutrimental mejorada y elaborados a partir de materias primas 

alternativas. En este contexto, el aprovechamiento de ingredientes autóctonos poco utilizados 

representa una oportunidad para diversificar la formulación de botanas extruidas y, al mismo 

tiempo, promover el uso de recursos alimentarios locales con características nutrimentales y 

tecnológicas de interés. 

El maíz azul se distingue de los maíces no pigmentados por la presencia de compuestos fenólicos 

asociados con la coloración del grano, entre los que destacan las antocianinas y los ácidos fenólicos. 

Estos compuestos presentan propiedades antioxidantes relacionadas con su estructura química y 

con su capacidad para participar en reacciones de transferencia de electrones o átomos de 

hidrógeno, mecanismos involucrados en la neutralización de especies radicalarias (Menchaca-

Armenta et al., 2020; Pojer et al., 2013). La presencia de estos componentes incrementa el interés 

del maíz pigmentado como materia prima para el desarrollo de alimentos con una composición 

nutrimental y fenólica diferenciada. 

En este contexto, el maíz azul representa un ingrediente de gran interés por su potencial funcional. 

Sus propiedades funcionales derivan de metabolitos secundarios, principalmente antocianinas y 

ácidos fenólicos, los cuales contribuyen a la actividad antioxidante y han mostrado capacidad de 

proteger a las células frente al daño oxidativo. Estos compuestos, especialmente las antocianinas, 

poseen la capacidad de donar hidrógeno, lo que les confiere un efecto directo en la neutralización 

de radicales libres. Además, su consumo ha demostrado ser seguro, respaldado por amplia 

evidencia científica y farmacológica Dichas características sustentan el aprovechamiento del maíz 

pigmentado como alternativa viable para la producción de alimentos con propiedades funcionales. 

Por otra parte, el frijol ayocote destaca frente a otras especies del género Phaseolus por su riqueza 

en compuestos bioactivos, particularmente fenólicos. Aunque sus semillas poseen un perfil 

nutrimental comparable al de otros frijoles, su consumo sigue siendo bajo y limitado a zonas 

específicas de cultivo (Alvarado-López et al., 2019). Esto resalta la necesidad de incentivar su 

aprovechamiento mediante productos de alta demanda, como las botanas extruidas. 
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En conjunto, la integración de maíz azul y frijol ayocote representa una alternativa para el 

desarrollo de botanas de tercera generación con mejor perfil nutrimental y contenido de compuestos 

con potencial bioactivo, al tiempo que favorece el aprovechamiento de materias primas nativas 

desaprovechadas.  
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IV. HIPÓTESIS 

La incorporación de frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) en botanas de tercera generación 

elaboradas con maíz azul (Zea mays L.) mejorará su composición nutrimental y modificará sus 

propiedades fisicoquímicas y tecnofuncionales en función de la formulación y del procesamiento, 

sin comprometer la viabilidad tecnológica ni la aceptación sensorial de las formulaciones 

seleccionadas. 

V. OBJETIVO DEL TRABAJO 

5.1 Objetivo general  

Desarrollar botanas de tercera generación elaboradas con maíz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote 

(Phaseolus coccineus L.), y evaluar el efecto de la formulación y del procesamiento sobre sus 

propiedades nutrimentales, fisicoquímicas, tecnofuncionales y estructurales, así como la 

aceptación sensorial de las formulaciones seleccionadas. 

5.2 Objetivos particulares  

1. Establecer las formulaciones y condiciones de procesamiento para la elaboración de botanas de 

tercera generación a partir de maíz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus 

L.), mediante extrusión y expansión por microondas.  

2. Determinar las propiedades nutrimentales y tecnofuncionales de las botanas de tercera 

generación, mediante el análisis de su composición proximal, propiedades de hidratación, 

expansión, densidad y textura. 

3. Evaluar la digestibilidad in vitro y la calidad nutrimental proteica de las formulaciones, 

mediante la determinación de la digestibilidad in vitro de la materia seca y de la proteína, y la 

estimación de indicadores de calidad proteica. 

4. Evaluar el efecto del procesamiento y de la digestión in vitro sobre los compuestos fenólicos y 

la capacidad antioxidante in vitro de las formulaciones, mediante la cuantificación de 

compuestos fenólicos totales y los ensayos DPPH y ABTS, así como determinar los cambios 

en el contenido de antocianinas y ácido fítico asociados al procesamiento. 

5. Analizar las transformaciones estructurales y microestructurales de las formulaciones durante 

el procesamiento, mediante microscopía electrónica de barrido (SEM), difracción de rayos X 
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(XRD), espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR) y electroforesis en 

gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). 

6. Evaluar la aceptación sensorial de las formulaciones seleccionadas de botanas de tercera 

generación expandidas por microondas, mediante una prueba afectiva con consumidores no 

entrenados. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Diseño del estudio 

El presente proyecto corresponde a un estudio experimental y analítico, orientado al desarrollo, 

caracterización integral y evaluación funcional de botanas extruidas de tercera generación 

elaboradas a partir de maíz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) como 

ingredientes autóctonos. La estrategia metodológica contempla etapas secuenciales que abarcan 

desde la obtención y procesamiento de materias primas hasta el análisis sensorial de los productos 

elaborados, conforme a los objetivos específicos planteados (Figura 4). 

6.2 Área de trabajo  

El trabajo experimental se llevó a cabo en múltiples sedes institucionales con infraestructura 

especializada, durante el periodo comprendido de agosto de 2022 a julio de 2026. Las instituciones 

participantes fueron: 1) Laboratorio de Alimentos Unidad B, Facultad de Ciencias Biológicas, 

Universidad Autónoma de Nuevo León (UANL); 2) Laboratorio de Cereales y Oleaginosas, Centro 

de Biotecnología FEMSA, Instituto Tecnológico de Monterrey (ITESM); 3) Laboratorio de 

Alimentos, Centro de Investigación en Nutrición y Salud Pública, Facultad de Salud Pública y 

Nutrición (FaSPyN-UANL); 4) Laboratorio de Alimentos I, II y Laboratorio de Evaluación 

Sensorial, Facultad de Ciencias Químicas, Campus Universitario II, Universidad Autónoma de 

Chihuahua (UACH); y 5) Incubadora de Biotecnología, Instituto de Innovación y Transferencia de 

Tecnología de Nuevo León (I2T2), Parque de Investigación e Innovación Tecnológica de Nuevo 

León (PIIT).



 

34 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obtención de materias primas 

Maíz azul (Zea mays)  
Frijol ayocote (Phaseolus coccineus) Análisis proximal  

Elaboración de extruidos  

Establecer las formulaciones  
y condiciones de extrusión 

Propiedades nutrimentales 
y tecnofuncionales 

• Índice de expansión  
• Densidad aparente  
• Textura (dureza y fracturabilidad)  
• Índice de absorción de agua 
• Índice de solubilidad en agua  
• Parámetros de color CIELAB 
• Análisis proximal 

• Aminograma  
• Aminoácido limitante  
• Puntaje de aminoácidos  
• Relación de eficiencia proteica estimada 
• Digestión in vitro  
• Digestibilidad aparente in vitro  
• Digestibilidad proteica in vitro  
• Puntuación de aminoácidos corregida por 

la digestibilidad de la proteína in vitro 

Calidad nutrimental 
y proteica 

Efecto en compuestos 
bioactivos 

• Fenoles totales  
• Actividad antioxidante  

(DPPH y ABTS) 
• Antocianinas monoméricas totales  
• Ácido fítico (antinutricional) 

Análisis 
microestructural 

• Microscopía electrónica de barrido 
• Análisis de rayos X 
• Análisis por espectroscopia 

infrarroja por transformada de 
Fourier 
• Péptidos de bajo peso molecular 

(electroforesis SDS-PAGE) 

Evaluación sensorial 
Panel de consumidores no entrenados 

Figura 4. Esquema general de trabajo.  
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6.3 Objetivo particular 1: Elaboración de extruidos  

6.3.1 Obtención de las materias primas  

Las semillas de frijol ayocote morado (Phaseolus coccineus L.) fueron adquiridas en un mercado 

local de productores ubicado en una zona rural del estado de Puebla, México, mientras que la 

variedad nativa de maíz azul (Zea mays L.) se obtuvo directamente de pequeños productores 

pertenecientes a comunidades de la Sierra Tarahumara, Chihuahua, México, una región reconocida 

por su diversidad de razas nativas y sistemas tradicionales de cultivo de temporal. 

Ambas materias primas fueron cosechadas en madurez fisiológica completa, secadas de forma 

natural y almacenadas bajo condiciones ambientales antes de su adquisición. Al llegar al 

laboratorio, las semillas y los granos fueron inspeccionados manualmente para retirar unidades 

rotas, dañadas o visiblemente deterioradas, con el fin de asegurar una calidad homogénea para las 

etapas posteriores de molienda y procesamiento. 

Previo a la elaboración de las muestras utilizadas en el presente estudio, se llevó a cabo una etapa 

de desarrollo del producto orientada al establecimiento de las formulaciones y condiciones de 

extrusión. Durante esta fase se realizaron corridas preliminares y ajustes sucesivos tanto en la 

composición de las mezclas como en las variables de procesamiento, con el propósito de obtener 

pellets con adecuada estabilidad física y comportamiento tecnológico para su posterior 

caracterización. Las condiciones finales establecidas durante esta etapa corresponden al protocolo 

descrito en los apartados siguientes, mientras que los resultados del proceso de desarrollo se 

presentan en la sección 7.1. 

6.3.2 Acondicionamiento de las materias primas para la extrusión 

Las semillas de frijol ayocote morado y maíz azul se procesaron por separado en un molino de 

martillos (Pulvex, modelo 200; Ciudad de México, México) equipado con un tamiz de 2 mm, y 

posteriormente las harinas obtenidas se tamizaron nuevamente utilizando una malla de 400 µm 

para garantizar una granulometría fina y homogénea, adecuada para el proceso de extrusión. 

A partir de estas harinas se prepararon cinco formulaciones experimentales, sustituyendo 

parcialmente la harina de maíz azul con harina de frijol ayocote en proporciones de 10, 20, 30, 40 

y 45 % p/p. Además, se consideraron dos tratamientos control, correspondientes a las harinas puras 

de maíz azul (100 %) y frijol ayocote (100 %), con el fin de contar con puntos de referencia para 
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la comparación de las propiedades tecnofuncionales, nutrimentales y bioactivas. Las mezclas 

formuladas y las harinas individuales se envasaron en bolsas plásticas de poliuretano de alta 

densidad, se protegieron de la luz y se almacenaron en condiciones de laboratorio (22 ± 2 °C, 

humedad relativa controlada) hasta su utilización, evitando la exposición a humedad o radiación 

directa que pudiera alterar su composición o estabilidad. 

6.3.3 Proceso de extrusión 

La extrusión se llevó a cabo en lotes de 5 kg por formulación, siguiendo la metodología propuesta 

por Neder-Suárez et al. (2021), con modificaciones. El procesamiento se realizó en una extrusora 

de doble husillo co-rotante (BTSK-20/40, Bühler AG, Uzwil, Suiza) equipada con un barril de 600 

mm y una relación longitud/diámetro (L/D) de 20. El sistema operó con una tasa de alimentación 

de sólidos de 2.8 kg/h, a la que se añadió un flujo de agua de aproximadamente 3.26 L/h 

directamente en la zona de alimentación, manteniendo una velocidad de tornillo de 200 rpm. El 

barril estuvo dividido en cuatro zonas de temperatura controlada, programadas de la siguiente 

manera: 

• Zona 1 (alimentación): 58 °C 

• Zonas 2 y 3 (cocción): 120 °C y 118 °C, respectivamente 

• Zona 4 (cercana a la matriz): 65 °C 

El material fue conformado mediante una matriz circular de 2 mm de diámetro, y el sistema de 

corte operó a 303 rpm. Los extruidos obtenidos se secaron en un horno de convección (Zucchelli 

Alpha, Zucchelli, Italia) a 85 °C durante 60 minutos, con el fin de reducir el contenido de humedad 

y estabilizar la estructura del pellet previo a la expansión. Posteriormente, los productos se 

envasaron al vacío en bolsas de polietileno, se protegieron de la luz y se almacenaron a -20 °C 

hasta su utilización en las etapas subsecuentes.  

6.4 Objetivo particular 2: Propiedades nutrimentales y tecnofuncionales 

6.4.1 Proceso de expansión por microondas  

La expansión por microondas se ejecutó mediante un enfoque secuencial de optimización y 

aplicación. Primero, se realizó un análisis cinético de expansión con base en Delgado-Nieblas et al. 

(2012), con modificaciones, para definir el tiempo óptimo de máxima expansión volumétrica. Para 

cada formulación (e incluidos los controles), se colocaron 30 pellets sobre placas Petri y se 
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sometieron a calentamiento en un horno de microondas doméstico (Emerson MW8107WA 

SUFFIX A; 1,300 W, 2,450 Hz) a distintos tiempos de exposición (9, 12, 15, 18, 20 y 21 s). La 

medición del diámetro (sin expandir y expandido) se efectuó con un calibrador vernier digital 

(DOGOTULS MA2011; precisión ± 0.01 mm) en tres puntos (centro y extremos) por pellet. A 

partir del diámetro promedio se calculó el índice de expansión. 

Con base en la cinética, se estableció un tiempo óptimo de 20 s, que produjo máxima expansión y 

estructura porosa homogénea sin colapsos ni quemaduras superficiales. En la segunda etapa, dicho 

tiempo se aplicó de manera estandarizada para expandir todas las muestras siguiendo Neder-Suárez 

et al., (2021), con ligeras modificaciones. Tras la expansión, los productos se enfriaron a 22 ± 2 

°C, se molieron en molino analítico (IKA A11 basic, IKA®-Werke GmbH y Co. KG, Staufen, 

Alemania) y se almacenaron a -20 °C en recipientes sellados y protegidos de la luz hasta su análisis 

posterior. 

6.4.2 Índice de expansión 

El índice de expansión (IE) de los extruidos y expandidos se determinó siguiendo la metodología 

descrita por Alvarez-Martinez et al. (1988), con ligeras modificaciones. Para cada formulación y 

controles, se seleccionaron aleatoriamente extruidos representativos (n = 5) y se midieron los 

diámetros antes y después de la expansión con un calibrador vernier digital (DOGOTULS 

MA2011; precisión 0.01 mm), realizando mediciones en tres puntos (centro y extremos) por unidad 

para obtener un valor promedio y reducir la variabilidad experimental.  

El IE se calculó como la relación entre el diámetro del extruido (De) y el diámetro de la boquilla 

del extrusor (Dd = 2 mm), de acuerdo con la ecuación 1 (Ec. 1): 𝐼𝐸 =  𝐷𝑒𝐷𝑑     (Ec. 1) 

Esta determinación permitió cuantificar la expansión transversal de cada formulación tras el 

procesamiento por extrusión y expansión por microondas en las condiciones previamente 

optimizadas. 

6.4.3 Densidad aparente  

La densidad aparente (D, kg·m⁻³) se determinó en los extruidos de todas las formulaciones 

siguiendo la metodología descrita por Delgado-Nieblas et al. (2019), con ligeras modificaciones. 
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Para cada tratamiento se realizaron cinco réplicas, utilizando extruidos individuales de 

aproximadamente 20 mm de longitud. 

La masa (ws) de cada muestra se registró en una balanza analítica (±0.0001 g), mientras que el 

diámetro (d) y la longitud (l) se midieron con un calibrador vernier digital (DOGOTULS MA2011; 

precisión 0.01 mm). El diámetro se obtuvo como el promedio de tres mediciones equidistantes a lo 

largo del extruido (extremo inicial, centro y extremo final). La densidad aparente se calculó 

aplicando la ecuación 2 (Ec. 2):  𝐷 = 𝑤𝑠[(𝜋)(𝑑2)2(𝑙)]     (Ec. 2) 

donde ws es el peso de la muestra (kg), d el diámetro (m) y l la longitud (m). 

6.4.4 Textura  

La dureza (N) y fracturabilidad (N) de los extruidos, tanto en estado expandido como no expandido, 

se determinaron utilizando un analizador de textura CT3 Brookfield (Brookfield Engineering, 

Middleboro, MA, EE. UU.) equipado con un TA-RT Probe Kit y una punta TA7 tipo cuchilla (ancho 

60 mm). Las muestras, de aproximadamente 25 mm de longitud, se colocaron horizontalmente 

sobre un accesorio de flexión de tres puntos y se comprimieron con una carga de activación inicial 

de 1 N, hasta alcanzar una distancia objetivo de 2 mm, a una velocidad de prueba de 2.00 mm/s. 

Para cada tratamiento se realizaron n = 25 mediciones con el fin de reducir el coeficiente de 

variación y el error estándar, conforme a las recomendaciones de R. T. Patil et al., (2007). La 

evaluación se basó en la obtención de curvas fuerza–tiempo para determinar la fuerza máxima 

(dureza) y el punto de fractura, siguiendo enfoques metodológicos empleados en estudios previos 

sobre caracterización textural de extruidos (Ding et al., 2005). Los valores promedio y la 

desviación estándar se calcularon y reportaron para cada variable analizada. 

6.4.5 Índice de absorción de agua e índice de solubilidad en agua 

El índice de absorción de agua (WAI) y el índice de solubilidad en agua (WSI) se determinaron por 

triplicado siguiendo el método descrito por Anderson et al. (1970), con ligeras modificaciones. 

Para este análisis se utilizaron las harinas correspondientes a las formulaciones originales (muestras 

no extruidas) y los extruidos expandidos por microondas, los cuales fueron fueron fragmentados 

en una licuadora doméstica (Oster BEST02-E01) y posteriormente molidos finamente en un molino 
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analítico de laboratorio (IKA® A 11 basic, IKA®-Werke GmbH y Co. KG, Staufen, Alemania) 

hasta obtener una harina homogénea. 

Se pesó 1 g de muestra en tubos de plástico de 50 mL previamente tarados, y se adicionaron 12 mL 

de agua destilada. Las suspensiones se agitaron en un vórtex (VX-200, LABNET, EE. UU.) durante 

30 minutos a temperatura ambiente, se dejaron reposar por 5 minutos, y luego se centrifugaron a 

3000 × g durante 15 minutos en una centrífuga Hermle (Z 216 MK, Hermle Labortechnik GmbH, 

Alemania). 

El sobrenadante se transfirió cuidadosamente a charolas de aluminio previamente pesadas y se secó 

en un horno de convección (Felisa FE-292D, México) hasta peso constante para determinar el 

residuo seco soluble. El sedimento hidratado restante en los tubos se pesó inmediatamente después 

de la centrifugación. 

El WAI se expresó como la cantidad de agua retenida por gramo de muestra seca después de la 

centrifugación y se calculó con la ecuación 3 (Ec. 3): 

WAI (g/g) = Peso del sedimento (g)
Peso inicial de la muestra seca (g)

    (Ec. 3) 

El WSI se expresó como el porcentaje de sólidos solubles liberados en el sobrenadante tras la 

centrifugación, y se obtuvo mediante la ecuación 4 (Ec. 4): 

WSI (%) = Peso del residuo seco del sobrenadante (g)
Peso inicial de la muestra seca (g)

× 100   (Ec. 4) 

6.4.6 Parámetros de color  

El color de las diferentes formulaciones extruidas, así como de los controles en estado sin expandir 

y expandido, se evaluó mediante un espectrofotómetro de reflectancia triestímulo ColorFlex EZ 

(HunterLab, Reston, VA, EE. UU.) con geometría 45°/0°, diseñado para simular la percepción del 

color por el ojo humano. Las mediciones se realizaron utilizando el iluminante D65 y un ángulo de 

observación de 10°, registrando los valores en el espacio de color CIELAB (L*, a*, b*). 

Cada muestra se colocó en una celda de vidrio transparente, compactándola ligeramente de manera 

uniforme para evitar vacíos de aire y cubrir completamente la apertura de medición del 

instrumento. Para cada tratamiento se efectuaron tres lecturas independientes, calculando el 
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promedio y la desviación estándar de los valores obtenidos con el fin de garantizar la precisión de 

los resultados. 

6.4.7 Análisis proximal 

La composición proximal se determinó en las siete formulaciones descritas en la Sección 6.3.3, 

que incluyen harinas crudas (controles) y sus correspondientes extruidos antes de la expansión por 

microondas. Se evaluaron los contenidos de humedad, cenizas, lípidos, proteína cruda y fibra 

dietética total, siguiendo los métodos oficiales de la AOAC International, (2023): 934.06 

(humedad), 942.05 (cenizas), 920.39 (lípidos, extracción Goldfish), 992.15 (proteína, combustión 

Dumas) y 985.29 (fibra dietética total, método enzimático–gravimétrico). 

La fibra dietética total se determinó utilizando el Total Dietary Fiber Assay Kit TDF-100A (Sigma-

Aldrich, EE. UU.), que se basa en digestiones enzimáticas secuenciales (α-amilasa, proteasa y 

amiloglucosidasa), precipitación con etanol, filtración y secado del residuo, con correcciones por 

cenizas y proteínas. Los resultados se expresaron en porcentaje de fibra dietética total en base seca. 

6.5 Objetivo particular 3: Calidad nutrimental y proteica  

6.5.1 Perfil de aminoácidos  

La composición de aminoácidos se determinó para las siete formulaciones descritas en la Sección 

6.3, que incluyen las formulaciones harinas crudas (controles) y las formulaciones extruidas 

posteriores al proceso de expansión por microondas. El análisis se realizó conforme al método 

cromatográfico en fase reversa descrito por Vázquez-Ortiz et al. (1995), basado en la 

derivatización precolumna de aminoácidos primarios con o-ftaldialdehído (OPA) y de aminoácidos 

secundarios con 4-cloro-7-nitrobenzofurazán (NBD). 

Brevemente, los aminoácidos primarios se derivatizaron con OPA en tampón borato (0.5 M, pH 

10.4) y se separaron en una columna de fase reversa Microsorb Short-ones C18 (10 cm × 4.6 mm, 

3 μm) mediante un gradiente de elución en siete pasos. Los aminoácidos secundarios se 

derivatizaron con NBD y se separaron en una columna Lichrosorb FW-C18 (30 cm × 4.6 mm, 5 

μm) bajo un programa de elución independiente. La detección se llevó a cabo por fluorometría, 

utilizando una longitud de onda de excitación de 330 nm y un filtro de emisión de 418 nm para los 

derivados con OPA, y 220 nm de excitación y 370 nm de emisión para los derivados con NBD. 
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Se emplearon curvas de calibración preparadas con estándares de aminoácidos, utilizando α-

aminobutírico como estándar interno. Los resultados se expresaron en gramos de cada aminoácido 

por 100 g de proteína.  

6.5.2 Puntaje de aminoácidos y aminoácido limitante   

El puntaje de aminoácidos (Amino Acid Score, AAS), también denominado puntaje químico de la 

proteína, se determinó comparando el contenido de cada aminoácido esencial presente en 1 g de 

proteína de las muestras con el patrón de referencia de la FAO/WHO (FAO, 2013). 

Para cada aminoácido indispensable, el AAS se calculó mediante la ecuación 5 (Ec. 5): 

AAS = mg de aminoácido en 1 g de proteı́na de la muestra
mg de aminoácido en el patrón de referencia

    (Ec. 5) 

El aminoácido limitante se definió como aquel que presentó la relación más baja respecto al patrón 

de referencia, y su valor se consideró el AAS de la proteína. 

Dado que este estudio se enfoca en el desarrollo de botanas dirigidas a la población general, se 

utilizó el patrón correspondiente a la categoría “niños mayores, adolescentes y adultos” 

recomendado por la FAO (2013), que establece los valores de referencia (mg/g proteína) para cada 

aminoácido indispensable. 

6.5.3 Relación de eficiencia proteica estimada 

La relación de eficiencia proteica estimada (E-PER) se determinó para las formulaciones de harinas 

crudas y los extruidos sin expansión, utilizando los datos de composición de aminoácidos obtenidos 

previamente. El cálculo se realizó siguiendo la ecuación 6 (Ec. 6) predictiva propuesta por 

Alsmeyer et al. (1974), la cual permite estimar el E-PER a partir de los contenidos de leucina y 

tirosina (g por 100 g de proteína): 

E-PER = −0.468 + 0.454(Leu) − 0.105(Tyr)   (Ec. 6) 

6.5.4 Simulación estática in vitro de la digestión gastrointestinal 

La digestión in vitro se realizó siguiendo el protocolo estandarizado INFOGEST propuesto por 

Brodkorb et al. (2019), con ligeras modificaciones para adecuarlo a las características 

fisicoquímicas y estructurales de las muestras analizadas. Se prepararon fluidos salival (SSF), 
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gástrico (SGF) e intestinal (SIF) simulados, reproduciendo la composición iónica característica de 

las secreciones digestivas humanas (Tabla 6). 

Tabla 6. Composición de los fluidos digestivos simulados. Las concentraciones se 
expresan en milimolar (mM) 
Compuesto SSFa (pH 7) SGFb (pH 3) SIFc (pH 7) 
KCl 15.1 6.9 6.8 
KH₂PO₄ 3.7 0.9 0.8 
NaHCO₃ 13.6 25.0 85.0 
NaCl – 47.2 38.4 
MgCl₂·6H₂O 0.15 0.12 0.33 
(NH₄)₂CO₃ 0.06 0.5 – 
HCl 1.1 15.6 8.4 
CaCl₂·2H₂O 1.5 0.15 0.6 

aSSF = fluido saliva simulado; bSGF = fluido gástrico simulado; cSIF = fluido intestinal simulado. 
Los ajustes de pH se realizaron con HCl (5 M) o NaOH (5 M), según correspondiera. 

Las digestiones in vitro se realizaron por triplicado analítico a partir de una muestra homogeneizada 

correspondiente a cada formulación y tratamiento, incluyendo una réplica adicional para el ajuste 

de pH y un blanco enzimático por tratamiento. El control metodológico consistió en harinas crudas 

y extruidos (maíz azul y frijol ayocote) que fueron sometidos a todo el procedimiento de digestión 

(contacto con fluidos simulados, ajustes de pH y condiciones de incubación) pero sin adición de 

enzimas digestivas, con el fin de descartar posibles interferencias derivadas de la matriz o de los 

fluidos empleados. 

Se evaluaron las harinas crudas (controles) y sus correspondientes extruidos expandidos. Estos 

últimos fueron previamente molidos finamente en un molino analítico (IKA A11 basic, IKA®-

Werke GmbH y Co. KG, Staufen, Alemania) y almacenados en envases herméticos protegidos de 

la luz hasta su análisis. Para cada réplica se pesaron 3 g de muestra en tubos de polipropileno ámbar 

de 50 mL (Corning®). 

La digestión se realizó a 37 °C en una incubadora con agitación orbital (VWR 1575 Signature, 

VWR International, Radnor, PA, EE. UU.) ajustada a 60 rpm. El pH de cada fase se ajustó al inicio 

mediante soluciones de NaOH 5 M o HCl 5 M según correspondiera. 

• Fase oral: las muestras se mezclaron con 9.0 mL de SSF y 45 µL de CaCl₂ 0.3 M (relación 

1:3 p/v). De acuerdo con los objetivos del estudio, no se añadió α-amilasa salival. El bolo 

se homogeneizó en vórtex e incubó durante 2 min. 
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• Fase gástrica: el bolo oral se mezcló (1:1 v/v) con SGF, pepsina [≥400 unidades/mg 

proteína] (16 mg/mL) y 6 µL de CaCl₂ 0.3 M. El pH se ajustó a 3.0, se homogeneizó y se 

incubó durante 2 h. 

• Fase intestinal: el quimo gástrico se mezcló (1:1 v/v) con SIF, pancreatina (48 mg; 4× USP), 

extracto biliar (120 mg; B8631 – 100G) y 48 µL de CaCl₂ 0.3 M. El pH se ajustó a 7.0 y se 

incubó durante 2 h adicionales. 

Al finalizar, los digeridos se ajustaron a pH 10.5 para inactivar las enzimas y se almacenaron a −80 

°C hasta su posterior análisis. 

6.5.5 Digestibilidad aparente in vitro de la materia seca 

La digestibilidad aparente in vitro de la materia seca (A-IVDMD) se determinó por gravimetría 

después de la digestión in vitro, siguiendo la extensión del protocolo INFOGEST descrita por 

Pérez-Burillo et al. (2021). Al finalizar la digestión, se obtuvieron aproximadamente 48 mL de 

digerido por tubo, los cuales se centrifugaron a 4000 × g durante 10 minutos en una centrífuga 

universal (Z 366, Hermle) para recuperar el residuo insoluble. 

El pellet resultante se secó en un horno eléctrico (Felisa FE-292D) a 50 °C durante 24 h, hasta 

alcanzar peso constante, y se registró como masa seca del residuo (DMres). La fracción soluble del 

digerido, que permanece en el sobrenadante, se considera como la fracción potencialmente 

absorbible en el tracto gastrointestinal, mientras que el residuo insoluble representa la fracción no 

digerida, análoga a la “excreta in vitro” generada tras el proceso digestivo (Pérez-Burillo et al., 

2021). 

La digestibilidad aparente in vitro de la materia seca (A-IVDMD, %) se calculó mediante la 

ecuación 7 (Ec. 7): 

A-IVDMD (%) = DM0−DMres
DM0 × 100    (Ec. 7) 

donde DM0 corresponde a la masa seca inicial de la muestra antes de la digestión, y DMres a la masa 

seca del residuo después de la digestión. 

6.5.6 Digestibilidad proteica in vitro 

La digestibilidad proteica in vitro (IVPD) se determinó empleando el residuo insoluble (pellet) 

recuperado en el ensayo de A-IVDMD. El contenido de nitrógeno del residuo seco se cuantificó 
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mediante el método de combustión de Dumas, utilizando un analizador LECO FP-528 (LECO 

Corp., St. Joseph, MI, EE. UU.), reconocido por su alta precisión y reproducibilidad en matrices 

alimentarias complejas. Posteriormente, el contenido de proteína se calculó aplicando el factor de 

conversión N × 6.25. 

De forma paralela, el contenido proteico inicial (P0) de cada muestra sin digerir se determinó con 

la misma metodología para asegurar la comparabilidad analítica entre muestras digeridas y no 

digeridas. La digestibilidad proteica se expresó como porcentaje de proteína potencialmente 

hidrolizada tras la digestión estática, de acuerdo con la ecuación 8 (Ec. 8): 

IVPD (%) = 𝑃0−𝑃res𝑃0 × 100    (Ec.8) 

donde P0 corresponde al contenido de proteína inicial y Pres representa el contenido proteico 

remanente en el residuo post-digestión. 

El cálculo se realizó siguiendo el enfoque propuesto por Li et al., (2017), con ligeras adaptaciones 

para matrices mixtas de cereales y leguminosas, con el objetivo de capturar posibles sinergias o 

limitaciones derivadas de la complementación proteica. Esta determinación se aplicó a las harinas 

crudas y a los extruidos expandidos de todas las formulaciones. 

6.5.7 Puntaje de aminoácidos corregido por digestibilidad proteica in vitro 

El puntaje de aminoácidos corregido por digestibilidad proteica in vitro (IV-PDCAAS) se calculó 

adaptando la metodología propuesta por la FAO/WHO (FAO, 2013). Este indicador integra 

simultáneamente la composición de aminoácidos esenciales y la fracción efectivamente digerible 

de las proteínas, proporcionando una estimación más completa y fisiológicamente relevante de la 

calidad proteica en comparación con el uso aislado del AAS o de la digestibilidad. 

En esta adaptación metodológica, la digestibilidad verdadera fecal tradicionalmente obtenida 

mediante estudios in vivo es sustituida por la digestibilidad proteica in vitro (IVPD) determinada 

según lo descrito en la Sección 6.5.6, lo que permite aplicar este enfoque en estudios de laboratorio 

de manera más accesible, reproducible y ética. 

El IV-PDCAAS se estimó mediante la ecuación 9 (Ec. 9): 

IV-PDCAAS (%) = IVPD (%) × AAS   (Ec. 9) 
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donde IVPD corresponde a la digestibilidad proteica in vitro (%) y AAS representa el puntaje del 

aminoácido limitante de cada formulación. 

Este procedimiento adaptado ha sido reportado previamente en estudios de evaluación de calidad 

proteica utilizando el modelo INFOGEST, mostrando buena correlación con resultados in vivo en 

matrices vegetales y productos extruidos (Ayala-Rodríguez et al., 2022; Le Roux et al., 2020).  

6.6 Objetivo particular 4: Efecto en compuestos bioactivos   

6.6.1 Contenido fenólico total 

El contenido fenólico total (TPC) se determinó en la fracción soluble obtenida tras la fase intestinal 

de la digestión in vitro, la cual representa los compuestos potencialmente biaccesibles. Para ello se 

utilizó el método colorimétrico de Folin–Ciocalteu, de acuerdo con Singleton y Rossi, (1965), con 

ligeras modificaciones. 

Se tomaron 10 μL del sobrenadante digerido de cada muestra y se mezclaron con 90 μL de agua 

destilada, seguidos de 750 μL de reactivo Folin–Ciocalteu (0.2 N) y 750 μL de solución de 

carbonato de sodio (6 % p/v), obteniéndose un volumen final de reacción de 1.6 mL. Las mezclas 

se homogenizaron y se incubaron durante 90 minutos en oscuridad a temperatura ambiente para 

permitir el desarrollo del color característico. La absorbancia se midió a 760 nm en un 

espectrofotómetro UV–Vis (Evolution 300LC, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). 

Para la curva de calibración, se preparó una solución madre de ácido gálico (0.5 g en 10 mL de 

agua destilada) y se elaboraron soluciones estándar de trabajo (20–300 μL) diluidas hasta 10 mL 

con agua, tratadas de manera idéntica a las muestras. El blanco de reactivos se preparó sustituyendo 

el estándar o la muestra por agua destilada. 

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de ácido gálico por gramo de materia seca (mg 

GAE/g MS). Todos los análisis se realizaron por triplicado para asegurar la precisión y 

reproducibilidad de los datos. 

6.6.2 Actividad captadora de radicales DPPH y ABTS 

La capacidad antioxidante de las fracciones solubles intestinales obtenidas tras la digestión in vitro 

se determinó mediante los métodos espectrofotométricos de captura de radicales libres DPPH• y 

ABTS•⁺.  
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6.6.2.1 Ensayo DPPH 

La actividad captadora de radicales DPPH• se determinó siguiendo el protocolo descrito por Bondet 

et al. (1997), con ligeras modificaciones. Se mezclaron 25 μL de sobrenadante del digerido con 

975 μL de una solución fresca de DPPH (0.024 g/L en metanol), obteniendo un volumen final de 

reacción de 1.0 mL. Las mezclas se incubaron durante 60 minutos en la oscuridad a temperatura 

ambiente, y posteriormente se midió la disminución de la absorbancia a 515 nm utilizando un 

espectrofotómetro UV–Vis (Evolution 300LC, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). 

6.6.2.2 Ensayo ABTS 

La actividad captadora de radicales ABTS•⁺ se determinó siguiendo la metodología descrita por 

van den Berg et al. (1999), con ligeras modificaciones. La solución stock de ABTS•⁺ se preparó 

mezclando 7 mM de ABTS con 2.45 mM de persulfato de potasio (1:1 v/v) y dejándola reposar de 

12 a 16 horas en oscuridad a temperatura ambiente para permitir la formación completa del radical. 

La solución de trabajo se obtuvo diluyendo 2.5 mL de la solución stock con etanol hasta alcanzar 

una absorbancia de 0.70–0.80 a 734–735 nm. 

Para el análisis, 20 μL de sobrenadante no diluido se mezclaron con 980 μL de la solución de 

trabajo de ABTS•⁺ (volumen final 1.0 mL), se incubaron durante 7 minutos en la oscuridad a 

temperatura ambiente y se midió la disminución de la absorbancia a 734–735 nm en el 

espectrofotómetro UV–Vis (Evolution 300LC, Thermo Scientific, EE. UU.). 

6.6.2.3 Curva de calibración y expresión de resultados 

La curva de calibración para ambos métodos se preparó a partir de una solución stock de Trolox 

~1 mM (0.0025 g en 10 mL de metanol). Se tomaron alícuotas de 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 

μL, las cuales se llevaron a un volumen final de 1.0 mL con agua destilada y se procesaron bajo las 

mismas condiciones que las muestras. El agua destilada se utilizó como blanco. Las curvas de 

calibración se construyeron relacionando la absorbancia obtenida con la concentración de Trolox 

expresada en μM. 

La actividad antioxidante se calculó a partir de la concentración equivalente de Trolox obtenida 

mediante la ecuación de regresión correspondiente a cada ensayo (ABTS y DPPH). Posteriormente, 

los resultados se corrigieron considerando el volumen total del digerido y la masa de muestra 
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utilizada en la digestión in vitro, y se expresaron como micromoles de equivalentes de Trolox por 

gramo de materia seca (μmol ET/g MS). 

En cada ensayo se incluyó un blanco enzimático de la digestión in vitro, preparado siguiendo todo 

el procedimiento estándar (preparación de fluidos, ajustes de pH y tiempos de incubación), pero 

sin adición de muestra. Este blanco permitió cuantificar la absorbancia atribuible a los reactivos y 

enzimas digestivas por sí solas, la cual se restó de la absorbancia de las muestras digeridas para 

obtener la respuesta neta derivada exclusivamente de la muestra. Esta corrección se aplicó a los 

datos de contenido fenólico total y actividad antioxidante (ABTS y DPPH). Los valores del blanco 

no se incluyeron en el análisis estadístico (ANOVA), ya que no corresponden a formulaciones 

experimentales reales. 

6.6.3 Antocianinas monoméricas totales 

El contenido total de antocianinas monoméricas se cuantificó mediante el método diferencial de 

pH descrito por Giusti y Wrolstad, (2001). Para la extracción, 0.5 g de muestra finamente molida 

(harinas crudas, extruidos sin expansión y extruidos expandidos) se mezclaron con 5 mL de etanol 

acidificado (0.1 % HCl, v/v) y se sometieron a sonicación durante 20 min a < 20 °C. 

Posteriormente, los extractos se centrifugaron a 4700 × g durante 10 min a 14 °C, y el sobrenadante 

se filtró a través de filtros de jeringa de 0.22 µm. 

Para el análisis espectrofotométrico, alícuotas del extracto se diluyeron 1:3 con etanol acidificado 

(50 µL de extracto + 150 µL de etanol acidificado) y se completaron a 1.0 mL con tampón cloruro 

de potasio 0.025 M (pH 1.0) o con tampón acetato de sodio 0.4 M (pH 4.5). Las mezclas se dejaron 

en equilibrio durante 15 min en oscuridad a temperatura ambiente, y la absorbancia se registró a 

510 y 700 nm (UV–Vis Evolution 300LC, Thermo Scientific). Todos los valores de absorbancia se 

mantuvieron < 1.2 para asegurar la linealidad. 

La absorbancia corregida (A) se calculó mediante la ecuación 10 (Ec. 10): 𝐴 = (𝐴510 − 𝐴700)𝑝𝐻1.0 − (𝐴510 − 𝐴700)𝑝𝐻4.5  (Ec. 10) 

El contenido de antocianinas se expresó en equivalentes de cianidina-3-glucósido (C3GE) 

utilizando un peso molecular (MW) de 449.2 g/mol y un coeficiente de extinción molar (ε) de 

26,900 L/mol·cm de acuerdo con la ecuación 11 (Ec. 11): 
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Antocianinas (mg C3GE/L) = 𝐴×𝑀𝑊×𝐷𝐹×1000𝜀×𝑙  (Ec. 11) 

donde DF es el factor de dilución y l la longitud de celda (1 cm). Los resultados se reportaron como 

mg C3GE/100 g de materia seca (mg C3GE/100 g MS). Todos los análisis se realizaron por 

triplicado, protegiendo las muestras de la luz. 

6.6.4 Determinación de ácido fítico  

El contenido de ácido fítico se determinó en harinas crudas y muestras extruidas y expandidas 

mediante el método colorimétrico descrito por Gao et al. (2007) con ligeras modificaciones. Las 

harinas crudas y las muestras extruidas expandidas fueron molidas y tamizadas para obtener una 

harina fina y homogénea previo a su análisis. En ambos casos, las muestras fueron tamizadas para 

obtener una harina fina y homogénea previo a su análisis.  

Para la extracción, se pesaron 0.5 g de muestra molida y se adicionaron 10 mL de HCl al 2.4%. Las 

muestras se mantuvieron bajo agitación orbital a 220 rpm durante 16 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente, los extractos se centrifugaron a 1000 × g durante 20 min a 10 °C y el sobrenadante 

obtenido se transfirió a un tubo que contenía 1 g de NaCl. La mezcla se agitó a 350 rpm durante 

20 min a temperatura ambiente y posteriormente se mantuvo a −20 °C durante 20 min para 

favorecer la precipitación de compuestos interferentes. Las muestras se centrifugaron nuevamente 

a 1000 × g durante 20 min a 10 °C. El sobrenadante recuperado se sometió a una tercera 

centrifugación bajo las mismas condiciones con el fin de mejorar la clarificación del extracto. 

Finalmente, el sobrenadante se filtró mediante filtros de membrana de 0.45 μm. 

Para la cuantificación, se mezclaron 3 mL del extracto filtrado con 1 mL de reactivo de Wade, 

preparado fresco antes de cada análisis y compuesto por 0.03% de FeCl₃·6H₂O y 0.3% de ácido 

sulfosalicílico. La mezcla se homogenizó en vortex durante 30 s y se transfirió a una celda para la 

determinación espectrofotométrica. La absorbancia se registró a 500 nm utilizando un 

espectrofotómetro UV-Visible (Evolution 300, Thermo Scientific, EE.UU.). La cuantificación se 

realizó mediante una curva estándar preparada a partir de fitato de sodio en concentraciones de 0, 

25, 50, 75, 100 y 125 mg/L. Los resultados se expresaron como mg de ácido fítico por 100 g de 

muestra en base seca. 
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6.7 Objetivo particular 5: Análisis microestructural  

6.7.1 Evaluación de cambios en el perfil proteico mediante electroforesis SDS-PAGE 

El perfil de péptidos de bajo peso molecular se evaluó mediante electroforesis unidimensional 

desnaturalizante en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS–PAGE), empleando 

un sistema de tampón discontinuo de acuerdo con Laemmli, (1970), con modificaciones basadas 

en Xing et al. (2017) para mejorar la resolución en el rango peptídico. Esta técnica permitió 

visualizar cualitativamente los fragmentos proteicos y péptidos generados durante el 

procesamiento térmico (extrusión y expansión por microondas) y la digestión gastrointestinal in 

vitro simulada.  

6.7.1.1 Preparación de las muestras 

Se analizaron las harinas crudas (maíz azul y frijol ayocote morado), los extruidos expandidos y 

los digeridos correspondientes a las fases gástrica e intestinal obtenidos mediante el protocolo 

INFOGEST. Las muestras no digeridas se prepararon pesando 3 g en balanza analítica (HR-250AZ, 

AyD Weighing) y completando a 48 mL con los fluidos simulados (oral, gástrico e intestinal) en 

sus respectivas proporciones, cambios de pH y sin enzimas digestivas. En todos los casos, las 

suspensiones se homogeneizaron en un vórtex para eliminar grumos y asegurar una distribución 

uniforme de proteínas y péptidos. 

6.7.1.2 Preparación de geles y corrida electroforética 

Los geles se prepararon siguiendo el protocolo del fabricante (Bio-Rad Laboratories, 2014), 

utilizando geles de poliacrilamida al 12% en la fase de resolución, con el fin de optimizar la 

separación en el rango de <50 kDa, y al 4% en la fase concentradora, con un espesor de 0.8 mm. 

De cada muestra, se tomaron 25 μL, se mezclaron en proporción 1:2 con buffer de muestra 

conteniendo β-mercaptoetanol, y se calentaron a 95 °C por 4 min para desnaturalizar las proteínas. 

Se cargaron 22 μL por carril y 16 μL de marcador de peso molecular (BIO BASIC® wide range 

protein molecular weight marker) como referencia. 

La electroforesis se realizó en un sistema de electroforesis vertical de una cara (Thermo Scientific 

Owl P81 Single-Sided Vertical Electrophoresis System) con un sistema de tampón discontinuo. Se 

aplicó inicialmente un voltaje de 60 V hasta que el frente migratorio alcanzó el gel de resolución, 

posteriormente se incrementó a 120 V hasta completar la corrida. 
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6.7.1.3 Tinción y análisis de bandas 

Los geles se tiñeron toda la noche con una solución de azul Coomassie (0.1% en 45% metanol y 

45% ácido acético glacial) con agitación constante (80 rpm). El desteñido se realizó con solución 

metanol–agua–ácido acético (50:45:5) hasta eliminar completamente el fondo. Finalmente, se 

enjuagaron con agua destilada para obtener bandas nítidas correspondientes a proteínas y péptidos. 

6.7.1.4 Análisis de imágenes 

Los eles teñidos fueron escaneados y analizados con el software GelAnalyzer 26.1 (Istvan, 2026) 

para identificar diferencias cualitativas en el perfil electroforético y la distribución de las bandas 

proteicas, con énfasis en la presencia, ausencia o cambios en la intensidad de bandas de bajo peso 

molecular (<15 kDa) después de la digestión gastrointestinal simulada. Los cambios observados se 

analizaron comparativamente entre las muestras crudas y extruidas, considerando las diferentes 

formulaciones evaluadas, con el propósito de describir las modificaciones en el perfil proteico 

asociadas al procesamiento y a la digestión in vitro. 

6.7.2 Microscopía Electrónica de Barrido  

El análisis microestructural mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) se realizó para 

caracterizar las modificaciones en la matriz de las formulaciones extruidas y expandidas en 

comparación con sus materias primas. Se analizaron muestras de maíz azul, frijol ayocote, mezclas 

sin extruir y formulaciones extruidas antes y después del proceso de expansión por microondas. 

Todas las muestras fueron molidas y tamizadas hasta obtener un tamaño de partícula inferior a 

malla 170 (88 µm) y se ajustaron a un contenido de humedad aproximado del 5 % previo al análisis. 

Las muestras se montaron sobre soportes metálicos mediante cinta de carbono conductiva y se 

recubrieron con una fina capa de oro utilizando un evaporador Denton Vacuum Desk II bajo alto 

vacío. Posteriormente, se examinaron en un microscopio electrónico de barrido JEOL JSM-5800LV 

(Akishima, Japón), equipado con detector de electrones secundarios y operado a un voltaje de 

aceleración de 10 kV. Se obtuvieron micrografías de al menos tres campos por muestra a diferentes 

aumentos para su posterior análisis cualitativo. 

6.7.3 Difracción de rayos X 

El análisis por difracción de rayos X (XRD) se realizó para caracterizar las modificaciones 

estructurales inducidas por los procesos de extrusión y expansión. Se analizaron muestras de las 

materias primas (maíz azul y frijol ayocote) y de formulaciones extruidas representativas. Las 
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determinaciones se realizaron en un difractómetro X’Pert Pro-MRD (Malvern Panalytical, Reino 

Unido), operado a 40 kV y 35 mA, utilizando radiación Cu-Kα con una longitud de onda de 

0.154056 nm. Los patrones de difracción se registraron en un intervalo de ángulo 2θ de 5° a 30°, 

con una velocidad de adquisición de 0.5° s⁻¹. Posteriormente, la posición e intensidad relativa de 

los principales picos de difracción se analizaron mediante el software Xpowder (versión 

2004.04.70), comparándolos con patrones de referencia para identificar las fases cristalinas 

presentes y establecer las diferencias estructurales entre las materias primas y las muestras 

procesadas. 

6.7.4 Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier 

El análisis mediante espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) se realizó en 

muestras de las distintas formulaciones extruidas y expandidas por microondas de maíz azul y frijol 

ayocote para evaluar las modificaciones estructurales inducidas por el procesamiento. Los 

espectros se obtuvieron utilizando un espectrómetro PerkinElmer ATR-FTIR (PerkinElmer, 

Norwalk, EE. UU.) equipado con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR). Las 

mediciones se realizaron en un intervalo de número de onda de 4000 a 650 cm⁻¹, con una resolución 

de 4 cm⁻¹ y un promedio de 10 escaneos por muestra, siguiendo la metodología descrita por Neder-

Suárez et al. (2024). Posteriormente, los espectros se analizaron comparando las principales bandas 

características del almidón y de las proteínas entre las diferentes formulaciones. 

6.8 Objetivo particular 6: Evaluación sensorial  

El diseño experimental de la evaluación sensorial se estableció con base en la metodología descrita 

por Neder-Suárez et al. (2024), realizando las adecuaciones necesarias para las características del 

producto y los objetivos del presente estudio. La evaluación sensorial se realizó con el propósito 

de determinar la aceptabilidad de botanas extruidas de tercera generación elaboradas a partir de 

maíz azul (Zea mays) enriquecido con frijol ayocote (Phaseolus coccineus). Se evaluaron cuatro 

formulaciones: un control elaborado con 100 % de maíz azul y tres formulaciones con sustitución 

parcial de harina de frijol ayocote (30, 40 y 45 %). Todas las muestras se expandieron durante 20 s 

en horno de microondas, utilizando las condiciones de expansión previamente estandarizadas. 

Participaron 81 consumidores no entrenados, mayores de 18 años y sin alergias conocidas al maíz 

o a leguminosas, quienes aceptaron participar voluntariamente mediante la firma de un 

consentimiento informado (Apéndice 12.1). La evaluación se realizó en una sola sesión en el 
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Laboratorio de Evaluación Sensorial de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 

Autónoma de Nuevo León (UANL), en cabinas individuales con iluminación blanca y temperatura 

ambiente controlada (22 ± 2 °C). 

Cada muestra consistió en una porción de tres piezas de botana y se presentó en recipientes 

plásticos codificados con números aleatorios de tres dígitos, asignando dos códigos independientes 

para cada formulación con el fin de minimizar posibles sesgos de reconocimiento. El orden de 

presentación de las muestras fue aleatorizado y se proporcionó a cada participante un vaso con 6 

oz de agua para el enjuague bucal entre muestras. 

Los participantes evaluaron los atributos de apariencia, dureza percibida, sabor, crujencia y 

aceptabilidad global mediante una escala hedónica estructurada de siete puntos (1 = 

extremadamente desagradable; 7 = extremadamente agradable). Al concluir la evaluación, se 

solicitó identificar la muestra de mayor preferencia y responder tres preguntas adicionales 

relacionadas con el efecto de conocer los ingredientes sobre la percepción del producto, así como 

con la disposición a consumirlo y comprarlo. 

Los datos sensoriales se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Friedman para identificar 

diferencias entre formulaciones en cada uno de los atributos evaluados. Cuando se detectaron 

diferencias significativas (p < 0.05), se realizaron comparaciones múltiples mediante la prueba de 

rangos con signo de Wilcoxon con corrección de Bonferroni. En todos los casos se consideró un 

nivel de significancia de α = 0.05. 

6.9 Análisis estadístico   

Los datos experimentales se expresaron como media ± desviación estándar (DE). Previo al análisis 

inferencial, se verificó el cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de 

varianzas mediante las pruebas de Shapiro–Wilk y Levene, respectivamente. En aquellos casos en 

que se cumplieron dichos supuestos, se aplicaron análisis de varianza (ANOVA) de una o dos vías, 

según el diseño experimental correspondiente a cada ensayo. Cuando se detectaron diferencias 

significativas entre tratamientos (p < 0.05), las comparaciones múltiples de medias se realizaron 

mediante la prueba de Tukey HSD. Para la evaluación sensorial, debido a la naturaleza ordinal de 

los datos obtenidos mediante la escala hedónica, se empleó la prueba no paramétrica de Friedman, 

seguida de comparaciones múltiples mediante la prueba de rangos con signo de Wilcoxon con 

corrección de Bonferroni cuando fue necesario. 
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El tamaño de muestra se estableció de acuerdo con la naturaleza de cada determinación 

experimental y se especifica en la metodología correspondiente de cada ensayo. En términos 

generales, los análisis fisicoquímicos y químicos se realizaron por triplicado, mientras que las 

pruebas instrumentales o de consumidores se efectuaron utilizando el número de observaciones 

requerido para cada metodología. Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando IBM SPSS 

Statistics versión 27 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) y GraphPad Prism versión 9 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). En todos los casos se consideró un nivel de significancia de α = 

0.05. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Objetivo particular 1: Elaboración de extruidos  

7.1.1 Desarrollo del producto y establecimiento de las condiciones de extrusión 

El desarrollo de las botanas extruidas incluyó una etapa preliminar de optimización de las 

formulaciones y condiciones de procesamiento, con el objetivo de establecer un protocolo que 

permitiera obtener pellets con propiedades tecnológicas adecuadas para su posterior 

caracterización. Este proceso se llevó a cabo entre 2022 y 2024 mediante cuatro etapas sucesivas, 

ajustando progresivamente la composición de las mezclas y las condiciones de extrusión, secado y 

almacenamiento hasta definir el protocolo final empleado en el presente estudio. 

La primera etapa tuvo como objetivo evaluar la factibilidad de producir pellets extruidos a partir 

de mezclas de maíz azul y frijol ayocote, utilizando como referencia la metodología de Neder-

Suárez et al. (2021).. Los resultados confirmaron la viabilidad del proceso y permitieron redefinir 

las formulaciones para incrementar el contenido proteico sin afectar su procesabilidad (Tabla 7). 

Tabla 7. Desarrollo del producto y establecimiento de las condiciones de extrusión para la 
elaboración de botanas de tercera generación a base de maíz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote 
(Phaseolus coccineus L.) 

Lote 
experimental Objetivo de la etapa Principal observación Decisión adoptada 

I. Desarrollo 
inicial 

Verificar la factibilidad de 
elaborar pellets extruidos y 
establecer una formulación 

base. 

Se obtuvo un producto 
tecnológicamente viable; el 
análisis proximal indicó la 

necesidad de incrementar el 
contenido proteico. 

Reformulación de las 
mezclas aumentando la 

proporción de harina de frijol 
ayocote. 

II. Ajuste del 
proceso 

Evaluar las nuevas 
formulaciones bajo 

condiciones modificadas de 
extrusión. 

Los pellets presentaron 
superficie ampollada y 

comportamiento tecnológico 
inadecuado durante el secado y 

la expansión. 

Ajuste de las condiciones de 
extrusión para obtener pellets 

con superficie uniforme. 

III. Validación 
del proceso 

Evaluar la estabilidad del 
producto obtenido bajo las 

condiciones de 
procesamiento establecidas. 

Se identificaron problemas de 
estabilidad durante el 

almacenamiento, asociados a 
una estabilización insuficiente 

del producto. 

Modificación de las 
condiciones de secado y 
almacenamiento antes de 

producir los lotes definitivos. 

IV. Protocolo 
definitivo 

Establecer las condiciones 
finales de elaboración para 

la producción de las 
muestras experimentales. 

Se obtuvieron pellets con 
superficie uniforme, adecuada 

estabilidad física y 
comportamiento tecnológico 

reproducible. 

Definición del protocolo 
definitivo de extrusión 

empleado en todas las etapas 
posteriores de 

caracterización. 
Las observaciones obtenidas en cada lote experimental permitieron establecer de manera progresiva el protocolo 
definitivo de extrusión empleado para la elaboración de todas las muestras analizadas en el presente estudio. 
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Durante la segunda etapa se realizaron modificaciones en las condiciones de extrusión; sin 

embargo, las condiciones reales de operación no alcanzaron los valores programados, dando lugar 

a pellets con superficie ampollada (Figura 5a). De acuerdo con la evaluación técnica realizada 

durante el proceso, esta morfología dificultaba el secado y afectaba la capacidad de expansión del 

producto, por lo que se efectuaron nuevos ajustes en las variables de procesamiento hasta obtener 

pellets con superficie uniforme (Figura 5b). 

 
Figura 5. Morfología de los pellets obtenidos durante el desarrollo del producto. 
En la parte superior se muestran pellets con superficie ampollada y su expansión 
por microondas. En la parte inferior se compara a) el producto obtenido durante 
las corridas preliminares de extrusión y b) el producto obtenido bajo las 
condiciones definitivas de procesamiento. 

Una vez obtenidos pellets con características superficiales adecuadas, se evaluó su estabilidad 

durante el almacenamiento. En esta etapa se identificaron problemas de estabilidad durante el 

almacenamiento, evidenciando que las condiciones de estabilización aún requerían ajustes antes de 

producir los lotes destinados a la caracterización experimental. Estas observaciones permitieron 
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redefinir el procedimiento de secado y almacenamiento previo al establecimiento del protocolo 

definitivo. 

Como resultado de este proceso, se establecieron las condiciones definitivas de extrusión mediante 

ajustes en las variables de operación del equipo, incluyendo el perfil térmico, la velocidad de 

tornillo y el suministro de agua, obteniéndose pellets con superficie uniforme y comportamiento 

tecnológico reproducible. Las condiciones definidas durante esta etapa corresponden al 

procedimiento descrito en la Sección 6.3 y fueron empleadas para la elaboración de todas las 

formulaciones utilizadas en las determinaciones fisicoquímicas, tecnofuncionales, nutrimentales, 

bioactivas y estructurales presentadas en los apartados siguientes. 

7.2 Objetivo particular 2: Propiedades nutrimentales y tecnofuncionales 

7.2.1 Proceso de expansión por microondas 

La expansión por microondas estuvo influenciada significativamente tanto por el tiempo de 

exposición como por la formulación (Tabla 8). En todas las formulaciones, el diámetro de 

expansión aumentó progresivamente durante el calentamiento, alcanzando los valores máximos 

entre los 18 y 21 s. El análisis de varianza de una vía, seguido de la prueba HSD de Tukey (p < 

0.05), evidenció diferencias significativas entre formulaciones para la mayoría de los tiempos 

evaluados y un incremento progresivo del diámetro dentro de cada formulación hasta alcanzar una 

meseta entre los 20 y 21 s (Figura 6). De forma consistente, el ANOVA de dos vías (Apéndice 
11.2) mostró efectos altamente significativos de la formulación y del tiempo de exposición (p < 

0.001; η² parcial = 0.650 y 0.788, respectivamente), así como una interacción significativa entre 

ambos factores (F(30,168) = 1.757, p = 0.014; η² parcial = 0.239), indicando que la respuesta al 

calentamiento dependió de la composición de la mezcla. En conjunto, el modelo explicó el 85.5% 

de la variabilidad observada (R² = 0.855; R² ajustado = 0.819). 

El pellet elaborado únicamente con maíz azul presentó la mayor expansión (4.40 ± 0.08 mm), 

seguido por las formulaciones con 10 y 45% de Phaseolus coccineus, cuyos valores fueron 

estadísticamente comparables al control. En contraste, el frijol ayocote puro mostró el menor 

diámetro de expansión y una estructura más compacta y de menor volumen, mientras que las 

formulaciones con mayor expansión presentaron una morfología más abierta y porosa (Figura 7). 
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Tabla 8. Efecto del enriquecimiento con Phaseolus coccineus sobre la expansión por microondas de botanas extruidas de maíz azul (Zea mays) a 
diferentes tiempos de exposición (media ± desviación estándar). 

Formulación 
 mm de expansión a diferentes tiempos (s)  

0 s 9 s 12 s 15 s 18 s 20 s 21 s 

Maíz azul  2.68 ± 0.09cA 3.22 ± 0.36aB 3.92 ± 0.37bC 4.13 ± 0.13cCD 4.43 ± 0.12dD 4.32 ± 0.14cdCD 4.40 ± 0.08dD 

Frijol ayocote  2.39 ± 0.04aA 2.88 ± 0.36aB 3.24 ± 0.44aBC 3.32 ± 0.13aBC 3.54 ± 0.08aC 3.49 ± 0.09aC 3.47 ± 0.10aC 

+10% frijol  2.54 ± 0.05bA 3.17 ± 0.23aB 3.83 ± 0.33bC 4.12 ± 0.09cCD 4.17 ± 0.11cdCD 4.42 ± 0.13dD 4.38 ± 0.20dD 

+20% frijol  2.69 ± 0.04cA 3.09 ± 0.18aB 3.39 ± 0.16abB 4.01 ± 0.15cC 4.05 ± 0.31bcC 4.15 ± 0.07bcdC 4.17 ± 0.18cdC 

+30% frijol  2.70 ± 0.05cA 2.88 ± 0.10aA 3.65 ± 0.12abB 3.69 ± 0.18bB 3.84 ± 0.11abBC 3.98 ± 0.13bC 3.84 ± 0.07bBC 

+40% frijol  2.61 ± 0.04bcA 2.94 ± 0.23aA 3.41 ± 0.29abB 3.93 ± 0.14bcC 4.05 ± 0.14bcC 4.03 ± 0.18bcC 4.00 ± 0.18bcC 

+45% frijol  2.67 ± 0.04cA 3.08 ± 0.11aB 3.67 ± 0.16abC 3.95 ± 0.13bcD 4.24 ± 0.06cdE 4.33 ± 0.20dE 4.19 ± 0.10cdDE 

Los valores representan el diámetro de expansión (mm) a cada tiempo de exposición en microondas (0–21 s). Las mediciones se realizaron en tres puntos de cada extruido 
(centro y ambos extremos). Las letras minúsculas en superíndice indican diferencias significativas entre formulaciones dentro de la misma columna, mientras que las letras 
mayúsculas señalan diferencias entre tiempos de microondas dentro de la misma formulación (p < 0.05, prueba HSD de Tukey). Cada media corresponde a cinco repeticiones 
(n = 5) 
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El incremento progresivo del diámetro durante el calentamiento corresponde al comportamiento 

característico de las botanas de tercera generación, donde la rápida vaporización del agua retenida 

genera presión interna suficiente para deformar la matriz viscoelástica y promover el crecimiento 

de las celdas hasta que la rigidización estructural limita la expansión. Moraru y Kokini (2003) 

atribuyeron este fenómeno al equilibrio entre la presión de vapor y la resistencia mecánica de la 

matriz, mientras que Tovar-Jímenez et al. (2016) y Vicente-Jurado et al. (2024) señalaron que una 

adecuada gelatinización durante la extrusión y la capacidad del pellet para almacenar presión antes 

de la transición de estado vítreo a gomoso son determinantes para lograr una expansión uniforme. 

En el presente estudio, el máximo de expansión se alcanzó entre los 20 y 21 s, ligeramente antes 

de los ~26 s reportados por Neder-Suárez et al. (2021) para pellets de maíz azul, frijol negro y 

acelga, diferencia atribuible a la composición de las formulaciones, el contenido residual de 

humedad y las condiciones de extrusión, factores que modifican la velocidad de generación de 

vapor y la plastificación de la matriz durante el calentamiento. 

Figura 6. Cinética de expansión por microondas de pellets extruidos de maíz azul y formulaciones enriquecidas con 
Phaseolus coccineus. Las barras muestran el diámetro promedio del extruido (mm) medido a 0, 9, 12, 15, 18, 20 y 21 
segundos de exposición en microondas (n = 5; media ± DE). Las barras correspondientes a 0 segundos representan el 
pellet sin expansión por microondas. El eje y se trunca en 2 mm, equivalente al diámetro de la matriz; por lo tanto, los 
valores por encima de esta línea base representan el diámetro del pellet en relación con la matriz, y los incrementos 
desde 0 s hacia tiempos posteriores representan la expansión inducida por microondas. Los superíndices indican 
diferencias significativas (ANOVA de una vía, prueba HSD de Tukey, p < 0.05): mayúsculas = diferencias entre 
tiempos dentro de cada formulación. 
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La disminución de la expansión conforme aumenta el contenido de proteína y fibra ha sido 

ampliamente documentada y se atribuye a la reducción de la fracción de almidón disponible para 

gelatinizar, así como al incremento de la rigidez de la matriz, limitando el crecimiento y la 

estabilización de las burbujas de vapor (Altan et al., 2009a). Resultados similares fueron descritos 

por Delgado-Nieblas et al. (2012) en mezclas maíz y frijol y por Alam et al. (2016) en sistemas 

cereal con leguminosa, quienes demostraron que la respuesta expansiva depende de la interacción 

entre almidón, proteína, fibra y las condiciones de humedad y temperatura de extrusión. Asimismo, 

Pasqualone et al. (2020) concluyeron que la expansión está determinada por el equilibrio entre la 

composición de la matriz y las condiciones de procesamiento más que por el porcentaje de 

leguminosa incorporado. 

 
Figura 7. Comparación fotográfica de botanas extruidas de maíz azul (Zea mays) enriquecidas con diferentes 
niveles de Phaseolus coccineus (10–45%) y expandidas por microondas. Las muestras fueron expandidas a 
diferentes tiempos para identificar la máxima expansión. 
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En este contexto, resulta particularmente relevante que la formulación con 45% de Phaseolus 

coccineus alcanzara una expansión comparable al control elaborado exclusivamente con maíz azul. 

Este comportamiento, contrario a la tendencia generalmente descrita para matrices enriquecidas 

con leguminosas, sugiere que las condiciones de extrusión favorecieron una adecuada 

plasticización, redistribución de la humedad y desarrollo de una matriz capaz de retener la presión 

interna durante el calentamiento, compensando parcialmente el efecto esperado del incremento en 

proteína y fibra. Esta interpretación coincide con Riaz (2019) y Vicente-Jurado et al. (2024), 

quienes demostraron que la respuesta expansiva depende de la capacidad estructural del pellet para 

almacenar presión antes del calentamiento, además de su composición química. En contraste, el 

frijol ayocote puro presentó la menor expansión durante todo el ensayo, resultado consistente con 

su menor contenido de almidón gelatinizable y mayor proporción de proteínas y fibra estructural, 

componentes que incrementan la resistencia mecánica de la matriz y restringen el crecimiento de 

las celdas de vapor. De forma similar, Osuna-Gallardo et al. (2023) reportaron que la extrusión del 

frijol ayocote modifica la estructura del almidón y las proteínas e incrementa el índice de absorción 

y solubilidad en agua, pero no genera una matriz tan eficiente para la expansión como la obtenida 

en sistemas dominados por cereales ricos en almidón. 

En conjunto, los resultados demuestran que la expansión por microondas estuvo determinada por 

la interacción entre la formulación y las transformaciones estructurales inducidas durante la 

extrusión. Más que depender exclusivamente del contenido de Phaseolus coccineus, la respuesta 

expansiva estuvo gobernada por la capacidad de la matriz para almacenar presión de vapor y 

desarrollar una estructura estable durante el calentamiento, lo que permitió incorporar hasta 45% 

de frijol ayocote sin comprometer significativamente la capacidad de expansión cuando las 

condiciones de extrusión favorecieron el desarrollo de una arquitectura adecuada. 

7.2.2 Índice de expansión, densidad aparente, textura, índice de absorción de agua e índice 
de solubilidad en agua 

La incorporación de Phaseolus coccineus y la expansión por microondas modificaron 

significativamente las propiedades fisicoquímicas y tecnofuncionales de las botanas extruidas 

(Tabla 8). En términos generales, la expansión incrementó el índice de expansión (IE) y el índice 

de absorción de agua (WAI), mientras que redujo la densidad aparente, la dureza y la fracturabilidad 
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en todas las formulaciones. Por su parte, el índice de solubilidad en agua (WSI) aumentó conforme 

se incrementó la proporción de frijol. 

Antes de la expansión, el IE de los pellets osciló entre 1.20 ± 0.02 y 1.35 ± 0.02, correspondiendo 

el valor más bajo al frijol ayocote. Después del tratamiento por microondas, todas las formulaciones 

incrementaron significativamente su expansión, alcanzando valores entre 1.64 ± 0.23 y 2.21 ± 0.07, 

siendo la formulación con 10% de frijol la que presentó el mayor IE, mientras que el frijol ayocote 

conservó el menor. Este comportamiento estuvo acompañado por una disminución marcada de la 

densidad aparente, la cual pasó de 1249.33–1683.83 kg·m⁻³ en los pellets extruidos a 380.91–

604.42 kg·m⁻³ en los productos expandidos. 

El control de maíz azul presentó los mayores valores de dureza y fracturabilidad antes y después 

de la expansión, mientras que el frijol ayocote mostró la menor resistencia mecánica, 

manteniéndose diferencias significativas entre formulaciones (p < 0.05). 

En las harinas sin extruir, tanto el WAI como el WSI aumentaron conforme se incrementó la 

proporción de P. coccineus. En los productos expandidos, el WAI alcanzó su valor máximo en la 

formulación con 10% de frijol (5.13 ± 0.06 g·g⁻¹), mientras que el frijol ayocote presentó el valor 

más bajo (4.17 ± 0.12 g·g⁻¹). En contraste, el WSI aumentó progresivamente desde 4.01 ± 0.39% 

en el control de maíz azul hasta 15.03 ± 0.39% en la formulación elaborada exclusivamente con 

frijol.  
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Tabla 8. Efecto del enriquecimiento con Phaseolus coccineus sobre el índice de expansión, la densidad aparente, la textura y las propiedades 
de hidratación de botanas extruidas de maíz azul (Zea mays), antes y después de la expansión por microondas (media ± desviación estándar) 

Formulación 

Muestras extruidas  Muestras extruidas con expansión por microondas 

IE 
Densidad aparente 

(kg·m⁻³) Dureza (N) Fracturabilidad 
(N) 

WAI 
(g·g⁻¹) 

WSI 
(%)  IE 

Densidad aparente 
(kg·m⁻³) Dureza (N) Fracturabilidad 

(N) 
WAI 

(g·g⁻¹) 
WSI 
(%) 

Maíz azul  1.34 ± 0.04c 1249.33 ± 53.47a 14.41 ± 2.24e 11.26 ± 4.26c 2.56 ± 0.04a 9.45 ± 0.33a  2.16 ± 0.07b 436.58 ± 29.06ab 9.76 ± 3.39c 6.59 ± 3.01c 4.78 ± 0.04b 4.01 ± 0.39a 

Frijol ayocote  1.20 ± 0.02a 1350.35 ± 74.45a 2.88 ± 0.56a 2.33 ± 0.89a 3.04 ± 0.10d 21.08 ± 0.21f  1.64 ± 0.23a 604.42 ± 63.63b 3.87 ± 0.79a 2.83 ± 1.54a 4.17 ± 0.12a 15.03 ± 0.39e 

+10% frijol  1.27 ± 0.03b 1683.83 ± 69.25c 7.89 ± 1.04d 6.69 ± 2.30b 2.67 ± 0.05ab 10.52 ± 0.18b  2.21 ± 0.07b 380.91 ± 24.41a 6.56 ± 1.21b 5.16 ± 2.14bc 5.13 ± 0.06c 4.82 ± 0.36a 

+20% frijol  1.34 ± 0.02c 1309.26 ± 84.86a 7.83 ± 0.81d 6.82 ± 2.46b 2.74 ± 0.04bc 11.45 ± 0.23c  2.08 ± 0.04b 480.18 ± 20.16ab 4.74 ± 0.58a 3.90 ± 1.55ab 4.74 ± 0.01b 6.46 ± 0.40b 

+30% frijol  1.35 ± 0.02c 1263.62 ± 78.93a 6.78 ± 0.74c 5.73 ± 2.27b 2.79 ± 0.05bc 12.37 ± 0.27d  1.99 ± 0.07b 495.77 ± 44.05ab 4.53 ± 0.67a 3.33 ± 1.84a 4.80 ± 0.04b 8.53 ± 0.70c 

+40% frijol  1.31 ± 0.02bc 1529.42 ± 112.82b 5.69 ± 1.10b 5.52 ± 1.37b 2.83 ± 0.03c 13.45 ± 0.33e  2.02 ± 0.09b 532.37 ± 62.15ab 4.32 ± 0.80a 2.99 ± 1.68a 4.87 ± 0.11b 8.87 ± 0.47c 

+45% frijol  1.34 ± 0.02c 1283.05 ± 34.09a 6.17 ± 1.15bc 5.77 ± 1.58b 2.85 ± 0.02c 13.99 ± 0.17e  2.16 ± 0.10b 395.40 ± 69.18a 4.35 ± 0.84a 3.63 ± 1.51ab 4.77 ± 0.16b 12.75 ± 0.57d 

Cada valor representa la media ± desviación estándar de las mediciones realizadas. El índice de expansión (IE), la densidad aparente y la cinética de expansión por microondas se 
determinaron con cinco repeticiones por tratamiento (n = 5); los parámetros de textura (dureza y fracturabilidad) se evaluaron con veinticinco repeticiones (n = 25); el índice de absorción 
de agua (WAI) y el índice de solubilidad en agua (WSI) se determinaron por triplicado (n = 3). Las determinaciones de IE, densidad aparente y textura se realizaron en pellets extruidos 
antes y después de la expansión por microondas, mientras que WAI y WSI se determinaron en las harinas correspondientes a las formulaciones originales (muestras no extruidas) y en 
los extruidos expandidos por microondas. Las letras superíndice indican diferencias significativas dentro de cada columna (p < 0.05) de acuerdo con la prueba HSD de Tukey.
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El incremento del índice de expansión acompañado por la disminución de la densidad aparente 

confirmó que la incorporación de Phaseolus coccineus modificó la arquitectura de la matriz 

expandida. Los valores de IE obtenidos (1.64–2.21) fueron comparables con el 1.86 ± 0.03 

reportado por Neder-Suárez et al. (2021), mientras que las densidades aparentes de los productos 

expandidos (0.381–0.604 g·cm⁻³) se encontraron dentro del intervalo descrito por Altan et al. 

(2009b) para extrudidos de cebada (0.278–0.553 g·cm⁻³). Asimismo, la relación inversa entre el 

índice de expansión y la densidad aparente coincidió con la fuerte correlación negativa reportada 

por Neder-Suárez et al. (2024) (r = −0.98) y con la tendencia descrita por Altan et al. (2009b) (r = 

−0.479), confirmando que ambas propiedades constituyen parámetros complementarios para 

describir el desarrollo de la estructura celular durante la expansión. Moraru y Kokini (2003) 

establecen que este comportamiento depende del equilibrio entre la presión de vapor generada 

durante el calentamiento y las propiedades viscoelásticas del fundido, mientras que Alam et al. 

(2016) señalan que, en sistemas cereal-leguminosa, la respuesta está determinada por la interacción 

entre la composición de la mezcla y las condiciones de extrusión, más que por un porcentaje 

universal de sustitución. De manera consistente, Acurio et al. (2023) observaron que la expansión 

por microondas incrementó el volumen de pellets elaborados con tubérculos andinos, confirmando 

la importancia del tratamiento térmico posterior a la extrusión. En conjunto, estos resultados 

demuestran que, bajo las condiciones de procesamiento empleadas, fue posible incorporar hasta 

45% de P. coccineus sin comprometer las características estructurales requeridas para el desarrollo 

de botanas de tercera generación. 

La expansión por microondas redujo significativamente la dureza y la fracturabilidad en todas las 

formulaciones, reflejando el desarrollo de estructuras menos compactas y con menor resistencia 

mecánica. Un comportamiento similar fue descrito por Kantrong et al. (2022) y Acurio et al. 

(2023), quienes atribuyeron la disminución de la dureza y el desarrollo de productos más ligeros y 

crujientes a la formación de una estructura celular más uniforme durante el expandido. En el 

presente estudio, aunque la formulación con 10% de Phaseolus coccineus presentó 

simultáneamente el mayor índice de expansión y una de las menores densidades aparentes, la 

disminución de la dureza no fue estrictamente proporcional al grado de expansión, lo que sugiere 

que la respuesta mecánica también estuvo influenciada por la organización estructural de la matriz 

generada durante la extrusión. En este sentido, Jacquet et al. (2025) señalan que las propiedades 

texturales de productos extruidos dependen de la historia termomecánica del fundido y de las 
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características de las paredes celulares formadas durante el procesamiento. Asimismo, Delgado-

Nieblas et al. (2019) reportaron una fuerte correlación positiva entre la densidad aparente y la 

dureza (r = 0.93), confirmando que ambas propiedades están estrechamente relacionadas, aunque 

la resistencia mecánica final también depende de la composición y de la organización de la 

estructura expandida. 

Las propiedades de hidratación también reflejaron las modificaciones estructurales inducidas por 

la extrusión y la expansión por microondas. El índice de absorción de agua (WAI) de los productos 

expandidos osciló entre 4.17 y 5.13 g·g⁻¹, valores comparables con los 4.02 g·g⁻¹ reportados por 

Neder-Suárez et al. (2021) en botanas de tercera generación elaboradas con maíz azul, frijol negro 

y acelga. En contraste, Altan et al. (2009b) registraron valores de WAI entre 7.32 y 7.70 g·g⁻¹ en 

extrudidos de cebada sin diferencias significativas entre tratamientos, mientras que en el presente 

estudio este parámetro permitió discriminar entre formulaciones, evidenciando que la 

incorporación de Phaseolus coccineus modificó la capacidad de hidratación de la matriz. Por su 

parte, el índice de solubilidad en agua (WSI) aumentó conforme se incrementó la proporción de 

frijol, alcanzando valores entre 4.01 y 15.03%, los cuales incluyeron el 10.69% informado por 

Neder-Suárez et al. (2021)y fueron comparables con el intervalo de 13.1–17.8% reportado por 

Delgado-Nieblas et al. (2012) en cereales para desayuno extruidos con bagazo deshidratado de 

naranjita. Este comportamiento indica que, mientras el WAI estuvo asociado principalmente con la 

capacidad de la matriz reorganizada para retener agua, el WSI reflejó una mayor disponibilidad de 

componentes solubles generados durante el procesamiento, fenómeno relacionado con la 

desnaturalización de proteínas, la degradación parcial del almidón y la presencia de polisacáridos 

no amiláceos descritas por Neder-Suárez et al. (2024) y Kantrong et al. (2022). En conjunto, ambas 

propiedades demuestran que la incorporación de P. coccineus modificó el comportamiento 

funcional de la matriz sin alterar el patrón tecnológico esperado para botanas expandidas de tercera 

generación. 

En conjunto, los resultados demuestran que la interacción entre la formulación y las condiciones 

de procesamiento determinó las propiedades físicas y funcionales de las botanas expandidas. La 

evaluación integrada del índice de expansión, la densidad aparente, la textura y las propiedades de 

hidratación permitió identificar formulaciones con hasta 45% de Phaseolus coccineus que 
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mantuvieron características tecnológicas comparables a las descritas para botanas de tercera 

generación. 

7.2.3 Parámetros de color   

Los resultados correspondientes a los parámetros de color CIELAB (L*, a*, b*) de las muestras 

extruidas y extruidas con expansión se presentan en la Tabla 9. Se observaron diferencias 

significativas entre formulaciones para los tres parámetros cromáticos evaluados (p < 0.05), 

evidenciando que tanto la incorporación de Phaseolus coccineus como la expansión por 

microondas modificaron la apariencia de los productos. 

Tabla 9. Efecto del enriquecimiento con Phaseolus coccineus sobre los parámetros de color CIELAB 
(L*, a*, b*) de botanas extruidas de maíz azul (Zea mays), antes y después de la expansión por 
microondas (media ± desviación estándar) 

Formulación 
Muestras extruidas  

Muestras extruidas con expansión por 
microondas 

L* a* b*  L* a* b* 
Maíz azul  18.01 ± 0.46b 5.05 ± 0.19e 0.02 ± 0.01a  34.86 ± 0.38e 10.05 ± 0.55f -0.48 ± 0.11a 

Frijol ayocote  16.30 ± 0.21a 2.36 ± 0.03a 1.34 ± 0.11b  30.73 ± 0.62bc 7.41 ± 0.12bc 8.52 ± 0.39f 

+10% frijol  21.00 ± 0.02c 5.95 ± 0.02f 1.29 ± 0.02b  30.53 ± 0.33b 8.48 ± 0.01e 1.67 ± 0.16b 

+20% frijol  19.84 ± 0.56bc 4.75 ± 0.14d 1.50 ± 0.11bc  34.29 ± 0.50de 8.04 ± 0.11d 2.91 ± 0.03c 

+30% frijol  18.38 ± 0.34a 3.73 ± 0.01c 1.38 ± 0.07b  32.68 ± 0.76cd 7.61 ± 0.72c 3.56 ± 0.04d 

+40% frijol  18.66 ± 0.40ab 3.36 ± 0.01b 1.68 ± 0.09c  32.25 ± 1.49bc 7.18 ± 0.14b 4.16 ± 0.10e 

+45% frijol  31.82 ± 0.78d 6.86 ±0.11g 4.95 ± 0.19d  17.37 ± 0.01a 2.99 ± 0.01a 1.50 ± 0.02b 

Las mediciones de color se realizaron por triplicado (n = 3) utilizando un espectrofotómetro de reflectancia de triple 
estímulo, bajo iluminación D65 y condiciones de observador estándar de 10°. L* indica luminosidad (0 = negro, 100 = 
blanco), a* representa el eje rojo–verde (positivo = rojo, negativo = verde) y b* representa el eje amarillo–azul (positivo 
= amarillo, negativo = azul). Las letras superíndices dentro de cada columna indican diferencias significativas entre 
formulaciones (p < 0.05) según la prueba HSD de Tukey. 

En las muestras extruidas, la luminosidad (L*) osciló entre 16.30 ± 0.21 y 31.82 ± 0.78, 

correspondiendo el valor más alto a la formulación con 45 % de frijol, mientras que el frijol ayocote 

puro presentó la menor luminosidad. Los valores de a* variaron entre 2.36 ± 0.03 y 6.86 ± 0.11, 

con máximos en las formulaciones con 10 % y 45 % de frijol. El parámetro b* permaneció positivo 

en todas las formulaciones (0.02–4.95), mostrando una tendencia creciente conforme aumentó la 

proporción de frijol. Después de la expansión por microondas, la mayoría de las formulaciones 

incrementaron su luminosidad, alcanzando los valores más altos el control de maíz azul (34.86 ± 

0.38) y las formulaciones con 20–40 % de frijol (32.25–34.29). En contraste, la formulación con 

45 % de frijol presentó una disminución marcada de L* (17.37 ± 0.01). Asimismo, el parámetro a* 

aumentó en todas las formulaciones respecto a los pellets extruidos, mientras que b* presentó la 
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mayor variación entre tratamientos (−0.48 a 8.52), observándose el único valor negativo en el 

control de maíz azul y el mayor valor positivo en el frijol ayocote. 

La luminosidad fue el parámetro cromático más sensible al procesamiento, mostrando un 

comportamiento contrastante entre la extrusión y la expansión por microondas. Mientras que la 

formulación con 45 % de Phaseolus coccineus presentó el mayor valor de L* antes de la expansión 

(31.82 ± 0.78), después del calentamiento registró la menor luminosidad (17.37 ± 0.01), en 

oposición al control de maíz azul, que alcanzó el mayor valor (34.86 ± 0.38). Resultados similares 

fueron descritos por Altan et al.,(2009), quienes observaron modificaciones significativas de los 

parámetros CIELAB durante la extrusión de mezclas cereal con vegetal como consecuencia de los 

cambios físicos de la matriz. De manera complementaria, Khanal et al. (2009) demostraron que el 

procesamiento térmico altera la estabilidad de las antocianinas y, por tanto, la expresión visual del 

color. En conjunto, estos antecedentes y los resultados obtenidos sugieren que la respuesta de L* 

estuvo determinada por la interacción entre la composición de la formulación y las modificaciones 

estructurales inducidas por el procesamiento, más que por el contenido de pigmentos considerado 

de forma aislada. 

Las coordenadas cromáticas a* y b* reflejaron una modificación progresiva del equilibrio entre los 

tonos característicos del maíz azul y los aportados por el frijol ayocote. Después de la expansión, 

el control presentó el mayor valor de a* (10.05 ± 0.55), mientras que el frijol ayocote alcanzó el 

mayor valor de b* (8.52 ± 0.39), indicando un desplazamiento gradual hacia tonalidades más 

amarillas conforme aumentó la proporción de leguminosa. La respuesta no lineal observada para 

a*, particularmente en las formulaciones con 10 % y 45 % de frijol, coincide con lo propuesto por 

Alvarez-Jubete et al. (2010), quienes atribuyeron este comportamiento a interacciones entre los 

pigmentos y los componentes de la matriz alimentaria. Por otra parte, el incremento progresivo de 

b* fue consistente con lo reportado por Delgado-Nieblas et al. (2019) y Altan et al. (2009), quienes 

observaron que la extrusión modifica el balance cromático de productos enriquecidos con 

ingredientes vegetales. En el presente estudio, estos cambios evidencian una transición gradual 

desde los tonos azul violáceos característicos del maíz azul hacia tonalidades más claras y 

amarillentas conforme aumentó el contenido de frijol. 

En conjunto, los resultados demuestran que la apariencia final de las botanas no dependió 

exclusivamente del contenido de pigmentos aportados por el maíz azul y el frijol ayocote, sino 
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también de los cambios físicos inducidos por la extrusión y la expansión por microondas, los cuales 

modificaron la interacción de la luz con la matriz alimentaria. Esta interpretación coincide con lo 

descrito para otras botanas de tercera generación, donde las propiedades ópticas representan la 

respuesta conjunta entre la formulación y las transformaciones estructurales generadas durante el 

procesamiento (Acurio et al., 2023; Altan et al., 2009a). Bajo las condiciones evaluadas, fue 

posible incrementar el contenido de Phaseolus coccineus conservando la identidad visual 

característica del maíz azul en las formulaciones con niveles intermedios de sustitución, mientras 

que la incorporación del 45 % produjo la modificación cromática más evidente del sistema. 

7.2.4 Análisis proximal 

La composición proximal de las harinas crudas, las harinas y las mezclas extruidas de maíz azul y 

Phaseolus coccineus se presenta en la Tabla 10. Se observaron diferencias significativas entre 

tratamientos para todos los parámetros evaluados (p < 0.05). 

Tabla 10. Perfil nutrimental de harinas crudas y mezclas extruidas de maíz azul (Zea mays L.) y 
frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) 

Composición de la 
mezcla  

Humedad  
(%) 

Minerales  
(%) 

Proteína  
(%) 

Lípidos  
(%) 

Fibra dietética 
total (%)  

Maíz azul  10.15 ± 0.05b 2.40 ± 0.04c 8.80 ± 0.01a 3.30 ± 0.06e 10.45 ± 0.58a 
Maíz azul extruido 15.80 ± 0.12e 1.62 ± 0.02a 8.89 ± 0.03a 1.50 ± 0.05bc 10.72 ± 0.60a 
Frijol ayocote 9.55 ± 0.10a 5.30 ± 0.06f 20.45 ± 0.08g 1.68 ± 0.12d 21.60 ± 1.20f 
Frijol ayocote extruido  16.10 ± 0.18f 4.95 ± 0.03e 21.21 ± 0.07h 0.65 ± 0.05a 22.65 ± 0.42f 
+10% frijol 14.25 ± 0.09c 1.80 ± 0.11a 10.12 ± 0.03b 1.85 ± 0.04d 11.60 ± 0.70ab 
+20% frijol  14.45 ± 0.08c 2.15 ± 0.15b 11.35 ± 0.03c 1.55 ± 0.07c 13.10 ± 0.52bc 
+30% frijol  14.60 ± 0.10d 2.48 ± 0.04c 12.49 ± 0.03d 1.30 ± 0.05b 14.15 ± 0.50cd 
+40% frijol  14.30 ± 0.18c 2.92 ± 0.06d 13.82 ± 0.03e 1.40 ± 0.04bc 15.40 ± 0.38de 
+45% frijol  14.95 ± 0.09d 3.12 ± 0.15d 14.43 ± 0.04f 1.20 ± 0.06b 16.00 ± 0.35e 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar de determinaciones por triplicado. Letras superíndice 
diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05, prueba HSD de 
Tukey). Los datos se expresan en base a peso seco. 

La humedad fue mayor en las harinas extruidas de maíz y frijol que en sus respectivas materias 

primas, mientras que las mezclas extruidas presentaron valores intermedios. En contraste, el 

contenido de lípidos disminuyó después de la extrusión en ambas materias primas y se mantuvo 

bajo en todas las formulaciones mezcladas, registrándose el valor mínimo en el frijol ayocote 

extruido (0.65 ± 0.05%). 

La incorporación de P. coccineus incrementó progresivamente el contenido de minerales, proteína 

y fibra dietética total. El frijol ayocote presentó los mayores valores de estos componentes tanto en 

estado crudo como extruido, mientras que el maíz azul mostró los menores. En las mezclas 



 

68 
 

extruidas, la proteína aumentó de 10.12 ± 0.03% en la formulación con 10% de frijol a 14.43 ± 

0.04% con 45% de sustitución, acompañada por incrementos graduales en minerales y fibra 

dietética total, esta última de 11.60 ± 0.70% a 16.00 ± 0.35% conforme aumentó la proporción de 

frijol. 

Las diferencias observadas entre las materias primas crudas y extruidas indican que el 

procesamiento afectó principalmente la distribución y disponibilidad de algunos componentes de 

la matriz, más que su composición química global. La humedad aumentó ligeramente después de 

la extrusión, particularmente en los controles de maíz azul y frijol ayocote, comportamiento 

consistente con lo reportado por Pasqualone et al. (2020) y Kantanen et al. (2024), quienes 

atribuyen este efecto a la mayor capacidad de retención y redistribución de agua en matrices con 

elevado contenido de proteínas y fibra durante el enfriamiento y la estabilización posterior a la 

extrusión. En este estudio, las diferencias de humedad entre formulaciones fueron reducidas, lo que 

sugiere que el incremento observado respondió principalmente a la incorporación de agua durante 

el proceso y a la capacidad de la matriz para retenerla, más que a cambios en la organización física 

de la matriz durante el procesamiento. 

El efecto del procesamiento fue más evidente en el contenido de lípidos, particularmente en el frijol 

ayocote, cuya fracción lipídica extraíble disminuyó de 1.68% a 0.65% después de la extrusión. Este 

comportamiento se ha atribuido a la formación de complejos amilosa y lípido e interacciones 

proteína y lípido inducidas por la temperatura y la cizalla, las cuales reducen la extracción por 

solventes sin implicar necesariamente una pérdida real de grasa (Tan et al., 2025; Zhuang et al., 

2022). En contraste, el contenido total de proteína permaneció prácticamente inalterado, en 

concordancia con estudios que indican que la extrusión moderada conserva su contenido 

cuantitativo, aunque puede inducir desnaturalización, agregación y cambios conformacionales (Fu 

et al., 2024; Salazar-Villanea et al., 2016; S. Singh et al., 2007). En conjunto, estos resultados 

indican que la extrusión modificó principalmente la extractabilidad de los lípidos, mientras 

preservó el contenido proteico de las materias primas. 

La incorporación de Phaseolus coccineus produjo un incremento progresivo en el contenido de 

proteína, minerales y fibra dietética total, confirmando el valor del ayocote como ingrediente para 

el enriquecimiento nutricional de matrices basadas en maíz azul. El contenido de proteína aumentó 

de 10.12% en la formulación con 10% de frijol a 14.43% con 45% de sustitución, mientras que la 
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fibra dietética total se incrementó de 11.60% a 16.00%, acompañada por un aumento gradual en el 

contenido de minerales. Este comportamiento coincide con lo reportado por Cotacallapa-Sucapuca 

et al. (2021), quienes observaron incrementos significativos en proteína y fibra tras la 

incorporación de leguminosas en productos extruidos, atribuidos a la elevada densidad nutricional 

de estos ingredientes más que al efecto del procesamiento. 

Más que al procesamiento, el enriquecimiento observado respondió a la composición del ayocote, 

la extrusión no comprometió la conservación de estos componentes. En el caso de los minerales, 

las variaciones reportadas tras el procesamiento suelen atribuirse a cambios en la extractabilidad 

más que a pérdidas reales (Adepeju et al., 2024). Por su parte, el incremento cuantitativo de fibra 

representa una ventaja nutricional; sin embargo, la extrusión puede modificar simultáneamente su 

organización estructural, favoreciendo la transformación parcial de fracciones insolubles en 

componentes más solubles y de menor peso molecular (Al Faruq et al., 2025; Naumann et al., 

2021). Estos resultados demuestran que la incorporación de P. coccineus mejoró el perfil 

nutrimental de las formulaciones sin comprometer la conservación de sus principales componentes 

durante el procesamiento. 

En conjunto, los resultados demuestran que la composición proximal de las botanas estuvo 

determinada por la interacción entre la formulación y el procesamiento por extrusión. Mientras la 

extrusión preservó la composición de los principales nutrientes y modificó principalmente la 

disponibilidad de humedad y la extractabilidad de los lípidos, la incorporación de Phaseolus 

coccineus mejoró el perfil nutrimental de las formulaciones. Estos hallazgos confirman el potencial 

de la combinación maíz azul y frijol ayocote para desarrollar botanas extruidas con mayor calidad 

nutricional sin comprometer la estabilidad composicional del producto. 

7.3 Objetivo particular 3: Calidad nutrimental y proteica  

7.3.1 Perfil de aminoácidos, puntaje de aminoácidos,  aminoácido limitante y relación de 
eficiencia proteica estimada 

Los resultados del perfil de aminoácidos de las harinas crudas, harinas extruidas y mezclas maíz y 

frijol se presentan en la Tabla 11. Se observaron diferencias entre materias primas y formulaciones 

en la concentración de aminoácidos esenciales y no esenciales, reflejando el efecto de la 

incorporación de Phaseolus coccineus y, en menor medida, del procesamiento por extrusión.  
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Tabla 11. Perfil de aminoácidos y calidad de la proteína de harinas crudas, harinas extruidas y mezclas maíz–frijol, expresado en g/100 g de proteína, en comparación con 
el patrón de referencia de la FAO (2013) para niños mayores, adolescentes y adultos. 

     Formulaciones   

Aminoácido (g / 
100g de proteína)  

Maiz azul   
Frijol 

ayocote 
 +10% frijol  +20% frijol  +30% frijol  +40% frijol  +45% frijol FAO 

(2013) Raw Extr.  Raw Extr.  Raw Extr.  Raw Extr  Raw Extr.  Raw Extr.  Raw Extr. 
Ile 1.94 2.12  2.81 2.65  2.08 2.20  2.21 2.28  2.31 2.34  2.41 2.40  2.45 2.43 3.0 
Leu 6.59 7.45  6.17 5.68  6.52 7.16  6.46 6.91  6.41 6.69  6.36 6.50  6.34 6.41 6.1 
Lys 1.76 1.81  3.64 3.44  2.07 2.07  2.34 2.31  2.58 2.51  2.78 2.69  2.88 2.77 4.8 
Met+Cys1 3.02 4.12  1.57 1.73  2.78 3.73  2.57 3.39  2.39 3.09  2.23 2.83  2.16 2.71 2.3 
Phe+Tyr2 7.78 10.09  9.20 8.74  8.02 9.87  8.22 9.68  8.40 9.51  8.56 9.36  8.63 9.29 4.1 
Thr 13.24 11.32  10.39 13.86  12.76 11.74  12.36 12.10  12.00 12.41  11.69 12.69  11.54 12.82 2.5 
Trp3 - -  - -  - -  - -  - -  - -  - - 2.5 
Val 2.05 2.68  2.98 2.98  2.20 2.72  2.34 2.77  2.45 2.80  2.55 2.84  2.60 2.85 4.0 
His 16.96 12.81  13.16 18.68  16.33 13.77  15.79 14.60  15.31 15.33  14.89 15.98  14.70 16.27 1.6 
Arg4 2.37 2.82  4.18 4.17  2.67 3.04  2.93 3.23  3.15 3.40  3.35 3.55  3.44 3.62 - 
Ala 3.38 3.53  3.66 2.45  3.43 3.35  3.47 3.20  3.50 3.06  3.54 2.94  3.55 2.89 - 
Asp 3.98 4.61  8.63 7.91  4.75 5.15  5.41 5.62  6.00 6.03  6.51 6.39  6.74 6.56 - 
Glu 14.58 16.33  13.26 13.94  14.36 15.94  14.17 15.60  14.01 15.30  13.86 15.04  13.80 14.92 - 
Gly 4.38 4.19  6.61 4.32  4.75 4.21  5.07 4.23  5.35 4.25  5.59 4.26  5.70 4.27 - 
Ser 3.48 3.01  4.20 4.62  3.60 3.27  3.70 3.50  3.79 3.70  3.87 3.88  3.91 3.96 - 
Aminoácido 
limitante 

Lys Lys  
Met+
Cys 

Lys  Lys Lys  Lys Lys  Lys Lys  Lys Lys  Lys Lys - 

AAS 0.37 0.38  0.68 0.72  0.43 0.43  0.49 0.48  0.54 0.52  0.58 0.56  0.60 0.58 - 
E-PER 2.02 2.18  1.81 1.60  1.98 2.08  1.95 1.99  1.92 1.92  1.90 1.85  1.89 1.82 - 

Los valores se expresan en g/100 g de proteína. Los valores de referencia de la FAO (2013) se convirtieron de mg/g de proteína requerida a g/100 g de proteína para facilitar 
la comparación. ¹SAA: aminoácidos azufrados; ²AAA: aminoácidos aromáticos; ³Trp: no fue determinado en las muestras experimentales; ⁴Arg: considerado semi-esencial.  
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Entre los aminoácidos esenciales, la suma de fenilalanina + tirosina, treonina y leucina presentó las 

mayores concentraciones en la mayoría de las muestras y superó los valores de referencia establecidos 

por la FAO (2013), mientras que isoleucina y valina permanecieron por debajo del patrón de 

referencia en prácticamente todas las formulaciones. La lisina fue el aminoácido limitante en todas 

las formulaciones basadas en maíz, mientras que en el frijol ayocote crudo el aminoácido limitante 

correspondió a los aminoácidos azufrados (metionina + cisteína). El contenido de lisina aumentó 

progresivamente con la incorporación de frijol, pasando de 1.76 a 2.88 g/100 g de proteína, mientras 

que la concentración de metionina + cisteína disminuyó gradualmente, evidenciando la 

complementariedad característica entre proteínas de cereales y leguminosas. 

El puntaje de aminoácidos (AAS) mostró una mejora progresiva conforme aumentó el nivel de 

sustitución con frijol, incrementándose de 0.37 en el maíz azul hasta 0.60 en la formulación con 45% 

de frijol, mientras que el frijol ayocote presentó los valores más altos (0.68–0.72). Por su parte, la 

relación de eficiencia proteica estimada (E-PER) osciló entre 1.60 y 2.18, con valores intermedios en 

las mezclas maíz–frijol y diferencias moderadas entre muestras crudas y extruidas. 

La extrusión produjo modificaciones puntuales en la concentración relativa de algunos aminoácidos; 

sin embargo, el patrón general de calidad proteica se conservó. Las formulaciones extruidas 

mantuvieron la lisina como aminoácido limitante y conservaron la tendencia de incremento del 

contenido de lisina y del AAS conforme aumentó la proporción de P. coccineus, sin cambios 

importantes en los valores estimados de E-PER. 

La calidad del perfil aminoacídico estuvo determinada principalmente por la complementariedad 

nutricional entre el maíz azul y el frijol ayocote. La incorporación de Phaseolus coccineus incrementó 

el contenido de lisina y redujo proporcionalmente los aminoácidos azufrados, reflejando la 

complementariedad característica entre proteínas de cereales y leguminosas descrita por Samtiya 

et al. (2020). Este comportamiento coincide estrechamente con lo reportado por Neder-Suárez et al., 

(2024), quienes observaron incrementos de lisina de 1.98 a 2.42 g/100 g de proteína conforme la 

incorporación de frijol negro aumentó de 11 a 33%, manteniéndose la lisina como aminoácido 

limitante en todas las formulaciones. Asimismo, Ayala-Rodríguez et al., (2022) identificaron a los 

aminoácidos azufrados como limitantes en proteínas de haba, confirmando que las principales 

limitaciones nutricionales difieren entre cereales y leguminosas. En conjunto, estos resultados 

demuestran que el principal beneficio de combinar ambas materias primas radica en compensar 
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parcialmente sus deficiencias aminoacídicas, mejorando el equilibrio del perfil de aminoácidos sin 

eliminar completamente el aminoácido limitante. 

La mejora del perfil aminoacídico se reflejó en un incremento progresivo del AAS, tendencia 

comparable a la descrita por Neder-Suárez et al., (2024), quienes reportaron valores de 0.37 a 0.67 

conforme aumentó el contenido de frijol negro. De manera consistente, Ayala-Rodríguez et al., (2022) 

obtuvieron valores entre 0.44 y 0.78 en diferentes tratamientos de haba, confirmando que la calidad 

aminoacídica de las proteínas de leguminosas depende principalmente del aminoácido limitante. En 

contraste, el E-PER mostró variaciones considerablemente menores, comportamiento consistente con 

los intervalos reportados por Neder-Suárez et al., (2024) (1.49–1.80) y Ayala-Rodríguez et al., (2022) 

(1.43–2.15). Dado que este índice se estima a partir del contenido de leucina y tirosina (Alsmeyer 

et al., 1974), pequeñas modificaciones en estos aminoácidos generan cambios relativamente 

discretos, aun cuando el equilibrio global de aminoácidos esenciales mejore de forma apreciable. En 

consecuencia, el AAS fue más sensible para evidenciar el efecto de la incorporación de frijol, mientras 

que el E-PER reflejó la conservación del potencial nutricional de la proteína. 

Las modificaciones inducidas por la extrusión fueron limitadas y no alteraron el patrón general de 

calidad proteica de las formulaciones. Un comportamiento similar fue descrito por Neder-Suárez 

et al., (2024), quienes observaron que la extrusión y la expansión por microondas modificaron 

ligeramente la concentración de aminoácidos individuales, aunque conservaron la tendencia general 

del perfil aminoacídico y de los índices de calidad proteica. De manera análoga, Ayala-Rodríguez 

et al., (2022) señalaron que los tratamientos térmicos modifican principalmente la digestibilidad y 

disponibilidad de aminoácidos, más que el contenido cuantitativo de proteína. Estos resultados 

concuerdan con Pasqualone et al., (2020), Bosch (2022), Duque-Estrada et al., (2023) y Shah et al., 

(2022), quienes atribuyen estas modificaciones a cambios conformacionales de las proteínas, 

interacciones proteína y almidón y reacciones de Maillard que afectan preferentemente la 

disponibilidad de aminoácidos sensibles al calor, particularmente la lisina, sin alterar sustancialmente 

el equilibrio global de aminoácidos esenciales. En consecuencia, la formulación ejerció una influencia 

considerablemente mayor sobre la calidad proteica que el propio proceso de extrusión. 

En conjunto, los resultados demuestran que la calidad proteica de las formulaciones estuvo 

determinada principalmente por la complementariedad aminoacídica entre el maíz azul y el frijol 

ayocote, mientras que la extrusión preservó este equilibrio durante el procesamiento. La evaluación 
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conjunta del perfil aminoacídico, el aminoácido limitante, el AAS y el E-PER confirma que la 

combinación cereal y leguminosa constituye una estrategia eficaz para mejorar la calidad nutricional 

de la proteína sin comprometer su estabilidad durante el procesamiento, en concordancia con lo 

reportado para otros sistemas de botanas extruidas de tercera generación y proteínas de leguminosas. 

7.4 Objetivo particular 4:  Efecto en compuestos bioactivos  

7.4.1 Digestibilidad aparente in vitro de la materia seca, digestibilidad proteica in vitro y 
puntuación de aminoácidos corregida por digestibilidad proteica in vitro 

Los valores de digestibilidad aparente in vitro de la materia seca (A-IVDMD), digestibilidad proteica 

in vitro (IVPD) y puntuación de aminoácidos corregida por digestibilidad proteica in vitro (IV-

PDCAAS) de las harinas crudas y formulaciones extruidas de maíz azul y frijol ayocote se presentan 

en la Tabla 12. El análisis de varianza de dos vías mostró efectos significativos de la formulación, el 

tratamiento (crudo × extruido) y de su interacción sobre las tres variables evaluadas (p < 0.001). El 

tratamiento explicó la mayor proporción de la variabilidad observada en la A-IVDMD (η² = 0.994) y 

la IVPD (η² = 0.962), mientras que la formulación ejerció el mayor efecto sobre el IV-PDCAAS (η² 

= 0.991) (Apéndice 11.3 – 11.5). 

Tabla 12. Digestibilidad aparente in vitro de la materia seca (A-IVDMD), digestibilidad proteica in vitro (IVPD) 
y puntuación de aminoácidos corregida por digestibilidad proteica in vitro (IV-PDCAAS) de harinas crudas y 
mezclas extruidas de maíz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) 

Formulación 
A-IVDMD1  IVPD2  IV-PDCAAS3 

Raw Extr.  Raw Extr.  Raw Extr. 
Maiz azul 48.21 ± 0.90c 65.04 ± 0.42b  63.20 ± 1.09b 52.86 ± 0.79b  23.38 ± 0.40a 20.09 ± 0.30a 

Frijol ayocote 38.85 ± 0.64a 56.73 ± 0.48a  67.51 ± 0.36c 47.66 ± 1.55a  45.91 ± 0.24e 34.31 ± 1.12e 

+10% frijol 41.71 ± 1.21ab 64.42 ± 1.39b  54.99 ± 1.69a 46.87 ± 1.37a  23.65 ± 0.73a 20.15 ± 0.59a 

+20% frijol 42.18 ± 1.21b 65.81 ± 1.12b  57.47 ± 1.18a 48.27 ± 1.90a  28.16 ± 0.58b 23.17 ± 0.91b 

+30% frijol 40.94 ± 1.54ab 63.95 ± 0.91b  56.97 ± 1.27a 46.97 ± 1.75a  30.76 ± 0.68c 24.42 ± 0.91b 

+40% frijol 39.61 ± 1.58ab 64.11 ± 0.75b  58.21 ± 1.60a 48.74 ± 1.16a  33.76 ± 0.93d 27.29 ± 0.65c 

+45% frijol 39.05 ± 0.92ab 63.75 ± 0.41b  58.02 ± 0.58a 50.69 ± 0.65ab  34.81 ± 0.35d 29.40 ± 0.38d 

¹Digestibilidad aparente in vitro de la materia seca; ²Digestibilidad proteica in vitro; y ³Puntuación de aminoácidos corregida por 
digestibilidad proteica in vitro. Los resultados se expresan como media ± desviación estándar de determinaciones por triplicado. Letras 
superíndice diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre formulaciones (p < 0.05; ANOVA de una 
vía, prueba HSD de Tukey). El ANOVA de dos vías indicó efectos principales significativos de la formulación, el tratamiento (crudo × 
extruido) y su interacción (p < 0.001; resultados detallados no mostrados). 

La A-IVDMD aumentó en todas las formulaciones después de la extrusión, pasando de 38.85–48.21 

% en las harinas crudas a 56.73–65.81 % en las muestras extruidas. El menor valor correspondió al 

frijol ayocote crudo (38.85 ± 0.64 %), mientras que la mayor digestibilidad se registró en la 

formulación con 20 % de frijol (65.81 ± 1.12 %). En contraste, la IVPD disminuyó en todas las 
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formulaciones, de 54.99–67.51 % en las harinas crudas a 46.87–52.86 % tras la extrusión, con el 

mayor valor en el frijol ayocote crudo (67.51 ± 0.36 %) y el menor en el frijol ayocote extruido (47.66 

± 1.55 %). Por su parte, el IV-PDCAAS aumentó progresivamente con la incorporación de P. 

coccineus, aunque disminuyó después de la extrusión, manteniendo la misma tendencia de mejora 

conforme se incrementó la proporción de leguminosa. 

El incremento de la A-IVDMD demuestra que la extrusión favoreció la degradación de la matriz 

alimentaria y aumentó la desaparición aparente de materia seca durante la digestión INFOGEST. El 

elevado tamaño del efecto del tratamiento (η² = 0.994) y de la interacción formulación × tratamiento 

(η² = 0.754) confirma que este comportamiento dependió tanto del procesamiento como de la 

composición de la mezcla. Dado que este método estima la diferencia entre la masa inicial y el residuo 

insoluble recuperado tras la digestión, el incremento observado refleja una mayor hidrólisis y 

solubilización de carbohidratos, proteínas y otros constituyentes, sin representar una medida directa 

de absorción fisiológica. Este comportamiento coincide con lo descrito por Pérez-Burillo et al. 

(2021), quienes señalaron que la digestión gastrointestinal simulada incrementa progresivamente la 

accesibilidad de los nutrientes al desestructurar la matriz alimentaria, y con Pismag et al., (2024), 

quienes atribuyeron este efecto a la gelatinización del almidón, la pérdida de organización granular y 

la formación de fracciones de menor peso molecular durante la extrusión. La concordancia con las 

tendencias observadas previamente en WAI y WSI respalda esta interpretación, ya que ambos 

parámetros reflejan cambios en la hidratación y en la liberación de componentes solubles de la matriz. 

De manera similar, Omosebi et al. (2018) reportaron que la digestibilidad in vitro del almidón de 

mezclas de maíz y soya aumentó de 40.24 % a 59.85–60.25 % después de la extrusión como 

consecuencia de la pérdida de integridad estructural y la mayor susceptibilidad enzimática del 

almidón, comportamiento consistente con el incremento de la A-IVDMD observado en el presente 

estudio. 

La respuesta opuesta observada entre la A-IVDMD y la IVPD evidencia que una mayor 

desestructuración y solubilización global de la matriz después de la extrusión no se tradujo 

necesariamente en una mayor recuperación de la fracción proteica soluble. Mientras que la 

gelatinización y desorganización del almidón pudieron favorecer considerablemente la desaparición 

de materia seca, las proteínas estuvieron sujetas simultáneamente a modificaciones estructurales e 

interacciones con otros componentes de la matriz capaces de alterar su comportamiento durante la 
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digestión y la posterior centrifugación (Omosebi et al., 2018; Pérez-Burillo et al., 2021; Pismag et al., 

2024). 

En contraste con la A-IVDMD, la disminución de la IVPD indica que la extrusión modificó el 

comportamiento de la fracción proteica durante la digestión simulada. Aunque el tratamiento explicó 

la mayor proporción de la variabilidad observada (η² = 0.962), la elevada interacción formulación × 

tratamiento (η² = 0.773) confirma que la respuesta dependió también de la composición de la matriz. 

Dado que este método cuantifica la proteína recuperada en la fase soluble tras la digestión y 

centrifugación, la reducción de la IVPD no implica necesariamente una menor hidrólisis enzimática, 

sino que también puede reflejar cambios en la solubilidad, dispersabilidad y recuperación de las 

proteínas inducidos por el procesamiento. Este comportamiento puede atribuirse a la 

desnaturalización y agregación proteica, la formación de interacciones proteína y almidón, las 

reacciones de Maillard y la estabilización de agregados mediante enlaces disulfuro y otras 

interacciones intermoleculares (Delgado-Andrade et al., 2007; Duque-Estrada et al., 2023; 

Hülsebusch et al., 2025; Pasqualone et al., 2020; Shah et al., 2022) 

Adicionalmente, en matrices de leguminosas, la solubilidad y el estado de asociación de las proteínas 

pueden estar condicionados por sus interacciones con el fitato y los minerales. Debido a su elevada 

densidad de carga negativa, el ácido fítico puede establecer complejos con proteínas y participar en 

asociaciones proteína, fitato y mineral, cuya formación y estabilidad dependen del pH, la fuerza 

iónica, la presencia de cationes y el estado conformacional de las proteínas (Amat et al., 2023). En 

especies de Phaseolus, Alli y Baker, (1981) observaron que la asociación proteína y fitato dependió 

de la disponibilidad de grupos básicos positivamente cargados de las proteínas y varió en función del 

pH. Estas interacciones adquieren particular relevancia durante la digestión gastrointestinal simulada, 

en la que las proteínas atraviesan condiciones sucesivas de pH y fuerza iónica que pueden modificar 

su estado de asociación y solubilidad. Por consiguiente, las modificaciones estructurales inducidas 

por la extrusión podrían haber alterado no solo la susceptibilidad de las proteínas a la hidrólisis 

enzimática, sino también su distribución entre las fracciones soluble e insoluble recuperadas después 

de la digestión. 

A diferencia del incremento de la IVPD observado en botanas de maíz azul y frijol negro por Neder-

Suárez et al. (2024), quienes reportaron valores de 31.52–35.54 % en las harinas crudas y de 88.21–

95.22 % tras la extrusión, así como de los resultados descritos por Ayala-Rodríguez et al. (2022) y 
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Omosebi et al. (2018), atribuidos a la inactivación de factores antinutricionales, la desnaturalización 

de las proteínas y la mayor exposición de sitios susceptibles a la hidrólisis, los resultados del presente 

estudio evidencian que la respuesta de la proteína a la extrusión depende de la severidad del 

tratamiento, la composición de la formulación, la presencia de compuestos fenólicos, el grado de 

agregación proteica y la metodología empleada para estimar la digestibilidad. Asimismo, 

considerando que el ácido fítico presente naturalmente en cereales y leguminosas puede establecer 

asociaciones con proteínas y minerales, las interacciones proteína y fitato y proteína, fitato y mineral 

constituyen un mecanismo adicional que podría contribuir a modificar la solubilidad y recuperación 

de la fracción proteica durante la digestión. No obstante, dichas asociaciones no fueron determinadas 

directamente en el presente estudio, por lo que su posible contribución debe considerarse únicamente 

como un mecanismo respaldado por la literatura. La concordancia con las modificaciones observadas 

previamente en WAI y WSI sugiere, además, que los cambios estructurales inducidos por la extrusión 

afectaron simultáneamente la capacidad de hidratación de la matriz y el comportamiento de la 

fracción proteica durante la digestión gastrointestinal simulada. 

El IV-PDCAAS integró los efectos de la digestibilidad proteica y la calidad aminoacídica, reflejando 

que, aunque la extrusión redujo la IVPD, la incorporación progresiva de P. coccineus continuó 

mejorando la calidad nutrimental de la proteína. El predominio de la formulación sobre el tratamiento 

(η² = 0.991 contra 0.966) confirma que la complementariedad aminoacídica entre maíz y frijol ejerció 

una mayor influencia sobre este indicador que el propio procesamiento. Este comportamiento 

evidencia que la calidad proteica de las formulaciones estuvo determinada por dos componentes que 

respondieron de manera diferente: por una parte, la incorporación de la leguminosa mejoró el balance 

de aminoácidos esenciales; por otra, el procesamiento disminuyó la fracción proteica recuperada 

durante la digestión in vitro. De esta manera, el incremento de la proporción de frijol compensó 

parcialmente la disminución asociada con la IVPD, permitiendo conservar una tendencia ascendente 

del IV-PDCAAS conforme aumentó la incorporación de P. coccineus. Considerando las medias 

marginales de ambos tratamientos, el IV-PDCAAS aumentó de 21.73 % en el maíz azul a 32.11 % en 

la formulación con 45 % de frijol, mientras que el frijol ayocote presentó la mayor media marginal 

(40.11 %). 

Esta tendencia coincide con los resultados de Félix-Medina et al. (2021), quienes reportaron un 

PDCAAS de 57.20 % en una botana extruida maíz y frijol (70:30), así como con Neder-Suárez et al. 
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(2024) y Omosebi et al. (2018), quienes observaron mejoras progresivas en la calidad proteica de 

mezclas cereal y leguminosa asociadas con la complementariedad aminoacídica y la reducción de 

factores antinutricionales. En el presente estudio, sin embargo, la disminución de la IVPD después de 

la extrusión limitó parcialmente el efecto favorable del perfil aminoacídico sobre el IV-PDCAAS, lo 

que pone de manifiesto que un perfil de aminoácidos más equilibrado no necesariamente se traduce 

en una mejora proporcional de la calidad proteica cuando la fracción recuperada durante la digestión 

es simultáneamente afectada por el procesamiento. 

En conjunto, los resultados muestran que la extrusión modificó de manera diferencial el 

comportamiento de los principales componentes de la matriz durante la digestión simulada. La mayor 

A-IVDMD fue consistente con una mayor desestructuración y solubilización global de la matriz, 

mientras que la disminución de la IVPD evidenció un comportamiento diferente de la fracción 

proteica, potencialmente relacionado con cambios en su solubilidad, agregación e interacción con 

otros constituyentes. A pesar de este efecto del procesamiento, la incorporación de P. coccineus 

mejoró progresivamente el IV-PDCAAS mediante la complementariedad aminoacídica entre cereal 

y leguminosa, evidenciando la contribución independiente de la formulación y el procesamiento sobre 

los diferentes componentes de la calidad nutricional de estas matrices. 

7.5 Objetivo particular 4: Efecto en compuestos bioactivos   

7.5.1 Compuestos fenólicos totales, antocianinas monoméricas totales y actividad antioxidante 
(DPPH y ABTS) 

Los compuestos fenólicos totales y la capacidad antioxidante determinada mediante los ensayos 

DPPH y ABTS se evaluaron en la fase intestinal recuperada después de la digestión gastrointestinal 

in vitro de las harinas crudas y de los productos extruidos y expandidos, previamente molidos. Por 

tanto, las comparaciones entre muestras crudas y procesadas corresponden a determinaciones 

realizadas al término de la digestión simulada y reflejan los compuestos o la capacidad antioxidante 

recuperados en la fase intestinal. En contraste, las antocianinas monoméricas totales se determinaron 

directamente, sin digestión in vitro, en las harinas crudas, los productos extruidos y los productos 

extruidos y expandidos, con el propósito de evaluar los cambios asociados con las diferentes etapas 

del procesamiento. 

Los resultados del contenido de compuestos fenólicos totales se presentan en la Figura 8a. Los 

valores oscilaron entre 4.30 ± 0.84 y 11.40 ± 0.22 mg EAG/g PS. El ANOVA de dos vías (Apéndice 
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11.6) mostró efectos significativos de la formulación (F(6,28) = 57.67, p < 0.001, ηp² = 0.925), del 

tratamiento (F(1,28) = 57.56, p < 0.001, ηp² = 0.673) y de la interacción formulación × tratamiento 

(F(6,28) = 17.89, p < 0.001, ηp² = 0.793). En términos globales, el contenido determinado en la fase 

intestinal aumentó de aproximadamente 5.24 a 6.41 mg EAG/g PS después del procesamiento, 

equivalente a un incremento cercano al 22 %. Sin embargo, la interacción significativa indica que 

este comportamiento dependió de la formulación. Los mayores incrementos se observaron en el frijol 

ayocote y en la formulación con 10 % de frijol, mientras que la formulación con 20 % presentó una 

disminución y la de 45 % permaneció prácticamente sin cambios. 

Figura 8. a) Contenido total de fenoles (mg GAE/g BS); b) capacidad captadora del radical DPPH (µmol TE/g BS); c) 
capacidad captadora del radical ABTS (µmol TE/g BS), determinados en la fase intestinal recuperada después de la 
digestión gastrointestinal in vitro de las harinas crudas y de los productos extruidos-expandidos; y d) contenido total de 
antocianinas (mg C3G/100 g BS), determinado directamente, sin digestión in vitro, en harinas crudas, productos extruidos 
y productos extruidos-expandidos de maíz azul y Phaseolus coccineus. Las barras representan la media ± DE (n = 3). 
Las letras minúsculas indican diferencias significativas entre extruidos, las letras mayúsculas entre mezclas crudas y las 
letras griegas entre mezclas expandidas (ANOVA de una vía, prueba HSD de Tukey; p < 0.05). Los asteriscos denotan 
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diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de dos vías, prueba de Tukey; p < 0.05, *p < 0.033, **p < 0.002, 
***p < 0.001).  

La capacidad antioxidante determinada mediante DPPH también estuvo significativamente 

influenciada por la formulación (F(6,28) = 3099.07, p < 0.001, ηp² = 0.998), el tratamiento (F(1,28) 

= 626.13, p < 0.001, ηp² = 0.957) y su interacción (F(6,28) = 273.72, p < 0.001, ηp² = 0.983) (Figura 

8b; Apéndice 11.7). Los valores oscilaron entre 219.15 ± 2.24 y 494.88 ± 0.53 µmol ET/g PS. 

Considerando las medias globales, las muestras procesadas presentaron un incremento aproximado 

de 8.3 % respecto de las harinas crudas, de 297.71 a 322.50 µmol ET/g PS. No obstante, la elevada 

interacción formulación × tratamiento evidencia que el efecto del procesamiento estuvo fuertemente 

condicionado por la composición de la matriz. El frijol ayocote presentó una disminución, el maíz 

azul permaneció prácticamente sin cambios y las mezclas maíz–frijol mostraron incrementos de 

distinta magnitud, particularmente en las formulaciones con 40 y 45 % de frijol. 

En contraste, la capacidad antioxidante determinada mediante ABTS disminuyó después del 

procesamiento en todas las formulaciones (Figura 8c). Los valores oscilaron entre 637.05 ± 15.03 y 

789.37 ± 12.54 µmol TE/g PS. El ANOVA de dos vías (Apéndice 11.8) mostró efectos significativos 

de la formulación (F(6,28) = 29.66, p < 0.001, ηp² = 0.864), del tratamiento (F(1,28) = 1026.21, p < 

0.001, ηp² = 0.973) y de la interacción formulación × tratamiento (F(6,28) = 33.67, p < 0.001, ηp² = 

0.878). Las medias globales disminuyeron de 765.56 a 682.33 µmol TE/g PS, equivalente a una 

reducción aproximada de 10.9 %. Aunque la disminución ocurrió en todas las formulaciones, la 

interacción significativa demuestra que su magnitud dependió de la composición de la muestra. 

El contenido de antocianinas monoméricas totales presentó una respuesta marcadamente diferente 

debido a su elevada sensibilidad al procesamiento (Figura 8d). El ANOVA de dos vías (Apéndice 
11.9) mostró efectos significativos de la formulación (F(6,42) = 1554.26, p < 0.001, ηp² = 0.996), del 

tratamiento (F(2,42) = 5795.24, p < 0.001, ηp² = 0.996) y de la interacción formulación × tratamiento 

(F(12,42) = 705.72, p < 0.001, ηp² = 0.995). En las harinas crudas, los valores oscilaron entre 66.25 

± 2.28 y 1102.29 ± 45.26 mg/100 g PS, correspondiendo el mayor contenido al maíz azul. La extrusión 

produjo una marcada disminución en todas las formulaciones, con valores entre 4.40 y 104.60 mg/100 

g PS, mientras que después de la expansión por microondas se determinaron valores entre 49.09 y 

285.22 mg/100 g PS. Considerando las medias globales, el contenido disminuyó de aproximadamente 

401.06 mg/100 g PS en las harinas crudas a 42.61 mg/100 g PS después de la extrusión, equivalente 

a una reducción de aproximadamente 89.4 %. Después de la expansión se obtuvo una media de 89.59 
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mg/100 g PS, evidenciando una recuperación parcial del contenido determinado analíticamente, 

aunque los valores permanecieron aproximadamente 77.7 % por debajo de los correspondientes a las 

harinas crudas.  

El mayor contenido de compuestos fenólicos determinado en la fase intestinal de la mayoría de las 

muestras procesadas sugiere que la extrusión y expansión modificó la matriz alimentaria de manera 

que pudo favorecer la liberación y/o extractabilidad de determinados compuestos durante la posterior 

digestión gastrointestinal simulada. Esta interpretación es particularmente importante debido a que 

las determinaciones no se realizaron directamente sobre los productos antes y después del 

procesamiento, sino sobre la fase intestinal recuperada después de INFOGEST. Por tanto, el 

incremento observado no debe interpretarse necesariamente como una formación neta de compuestos 

fenólicos durante el procesamiento, sino como el resultado conjunto de las transformaciones 

inducidas por la extrusión y expansión y de su posterior liberación y recuperación durante la digestión 

(Herrera-Cazares et al., 2021). 

Una tendencia dependiente de la matriz y de las condiciones de procesamiento ha sido descrita en 

diferentes sistemas extruidos. Neder-Suárez et al. (2024) observaron modificaciones en el contenido 

fenólico de botanas elaboradas con maíz azul, frijol negro y espinaca después de la extrusión y 

expansión por microondas, mientras Roye et al. (2020), Altan et al. (2009a) y Alam et al. (2016) han 

señalado que el procesamiento termomecánico puede producir efectos contrapuestos sobre estos 

compuestos. La ruptura de estructuras celulares y de asociaciones entre los compuestos fenólicos y 

otros componentes de la matriz puede incrementar su extractabilidad, mientras que simultáneamente 

pueden ocurrir reacciones de degradación, oxidación o transformación química. En consecuencia, el 

balance entre ambos fenómenos depende de la composición de la matriz y de la severidad del 

procesamiento. 

La posterior digestión gastrointestinal añade un nivel adicional de complejidad, debido a que la 

cantidad recuperada en la fase intestinal depende no solo de la concentración originalmente presente, 

sino también de la liberación de los compuestos desde la matriz durante las etapas oral, gástrica e 

intestinal. Las modificaciones estructurales inducidas por la extrusión pueden alterar las interacciones 

entre proteínas, almidón y compuestos fenólicos y, consecuentemente, modificar su solubilización y 

recuperación durante la digestión (Herrera-Cazares et al., 2021). En matrices que contienen 

leguminosas, las interacciones proteína y fenoles adquieren especial relevancia debido a que los 
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cambios conformacionales y la agregación proteica inducidos por el procesamiento pueden modificar 

los sitios de interacción y la accesibilidad de los compuestos fenólicos (Salazar-López et al., 2018; S. 

Singh et al., 2007; Yin et al., 2011).  Por otra parte, debe considerarse que el reactivo de Folin–

Ciocalteu no es específico para compuestos fenólicos y puede responder frente a otras sustancias 

reductoras presentes en la fase intestinal, incluidos determinados péptidos y otros productos 

generados o liberados durante la digestión (Korus et al., 2006). Por ello, las diferencias observadas 

deben interpretarse como cambios en el contenido fenólico determinado analíticamente y no 

exclusivamente como modificaciones cuantitativas de compuestos fenólicos individuales. 

La capacidad antioxidante presentó respuestas contrastantes según el método de evaluación. Mientras 

que DPPH mostró un incremento global aproximado de 8.3 %, ABTS disminuyó aproximadamente 

10.9 %. Particularmente en DPPH, la elevada interacción formulación × tratamiento (ηp² = 0.983) 

demuestra que el efecto del procesamiento estuvo estrechamente condicionado por la composición 

de la matriz. Esta respuesta diferencial coincide con estudios previos que han mostrado que la 

capacidad antioxidante de productos extruidos depende tanto de la formulación como de las 

condiciones de procesamiento (Altan et al., 2009a; Blandino et al., 2023; Delgado-Nieblas et al., 

2019; Neder-Suárez et al., 2024; Pedrosa et al., 2021; Roye et al., 2020; Zeng et al., 2016). 

La discrepancia entre DPPH y ABTS puede explicarse, al menos parcialmente, por las diferencias en 

los principios analíticos y condiciones de reacción de ambos ensayos. Aunque ambos evalúan la 

capacidad de los componentes de una muestra para neutralizar radicales modelo, difieren en su 

sensibilidad frente a los distintos antioxidantes y en las características del medio de reacción. Por esta 

razón, una misma matriz puede producir respuestas diferentes dependiendo del ensayo empleado . 

Esta diferencia adquiere particular relevancia en las muestras postdigestivas, cuya fracción soluble 

contiene una mezcla compleja de compuestos liberados o transformados durante la digestión (Floegel 

et al., 2011; Munteanu y Apetrei, 2021). De manera consistente, Chen et al., (2014) observaron que 

las asociaciones entre el contenido de compuestos fenólicos y la capacidad antioxidante determinadas 

mediante distintos métodos fueron menores después de la digestión gastrointestinal in vitro, 

evidenciando que la respuesta postdigestiva depende tanto de las transformaciones de la matriz como 

del método analítico utilizado. En consecuencia, las modificaciones en el contenido determinado 

mediante Folin–Ciocalteu no necesariamente deben reflejarse proporcionalmente en DPPH y ABTS, 
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y los resultados obtenidos mediante estos ensayos deben considerarse complementarios más que 

equivalentes (Chen et al., 2014). 

En el caso de las antocianinas, la marcada reducción después de la extrusión confirma su elevada 

susceptibilidad a las condiciones termomecánicas del procesamiento. Una tendencia similar fue 

reportada por Neder-Suárez et al. (2024), quienes observaron disminuciones importantes después de 

la extrusión y una recuperación parcial después de la expansión por microondas. Asimismo, diferentes 

estudios han señalado que la estabilidad de las antocianinas durante la extrusión depende de la 

interacción entre temperatura, humedad, esfuerzo mecánico y tiempo de residencia, por lo que su 

degradación no puede atribuirse exclusivamente a un único parámetro del proceso (Hirth et al., 2014; 

Patras et al., 2010). 

Hirth et al. (2014) demostraron específicamente que el incremento de la temperatura del barril de 100 

a 160 °C redujo la retención de antocianinas de 0.82 a 0.64, mientras que un aumento de la humedad 

de alimentación de 18.6 a 28.4 % favoreció su retención de 0.67 a 0.90. Asimismo, el incremento de 

la velocidad del tornillo de 180 a 720 rpm redujo la retención de 0.75 a 0.49, asociado con cambios 

en la temperatura y en la energía mecánica específica. Por otra parte, un mayor flujo de alimentación 

favoreció la retención al disminuir el tiempo de residencia. Estos resultados respaldan que la 

estabilidad de las antocianinas durante la extrusión depende de la carga termomecánica global 

experimentada por la matriz y no únicamente de la temperatura nominal del proceso. 

Desde el punto de vista fisicoquímico, la pérdida de antocianinas puede involucrar diferentes 

mecanismos de degradación, entre ellos la apertura del anillo pirilio y formación de chalconas, 

hidrólisis del enlace glucosídico, oxidación y posterior formación de productos de degradación. La 

magnitud de estas transformaciones depende de la estructura química de las antocianinas y de factores 

como temperatura, pH, presencia de oxígeno y características de la matriz alimentaria (Patras et al., 

2010). Estos mecanismos son consistentes con la pronunciada disminución observada 

inmediatamente después de la extrusión. 

En contraste, el incremento del contenido determinado después de la expansión por microondas debe 

interpretarse con cautela. Debido a que las transformaciones químicas responsables de la degradación 

de las antocianinas no son simplemente reversibles mediante un tratamiento térmico posterior, el 

incremento desde 42.61 hasta 89.59 mg/100 g PS no implica la regeneración de los pigmentos 

destruidos durante la extrusión. Una explicación más plausible es que la expansión modificó la 
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estructura física de la matriz y favoreció la liberación y extracción de fracciones de antocianinas que 

permanecían menos accesibles después de la extrusión. En concordancia, Neder-Suárez et al. (2024) 

relacionaron la recuperación parcial observada después de la expansión por microondas con cambios 

en la extractabilidad de los pigmentos. Por tanto, los valores obtenidos representan la fracción de 

antocianinas recuperable mediante las condiciones analíticas utilizadas y no necesariamente la 

totalidad de las moléculas estructuralmente conservadas en la matriz. 

En conjunto, los resultados muestran que la formulación y el procesamiento modificaron 

diferencialmente el contenido de compuestos con potencial bioactivo y la capacidad antioxidante in 

vitro. En las determinaciones realizadas después de la digestión gastrointestinal simulada, las 

diferencias entre las harinas crudas y las muestras extruidas y expandidas reflejan el efecto combinado 

de las transformaciones inducidas por el procesamiento y de los cambios en la liberación y 

recuperación de componentes en la fase intestinal. Los compuestos fenólicos presentaron una mayor 

recuperación global después del procesamiento, mientras que DPPH y ABTS mostraron respuestas 

discordantes, evidenciando la influencia del método analítico y de la composición de la matriz. Por 

su parte, las antocianinas mostraron una elevada sensibilidad a la extrusión y una recuperación 

analítica parcial después de la expansión por microondas, comportamiento consistente con su limitada 

estabilidad fisicoquímica y con las modificaciones estructurales de la matriz inducidas durante el 

procesamiento. 

7.5.2 Ácido fítico  

Los resultados del contenido de ácido fítico de las harinas crudas y extruidas-expandidas elaboradas 

con maíz azul y diferentes proporciones de frijol ayocote se presentan en la Figura 9. En las harinas 

crudas, los valores oscilaron entre 2.53 ± 0.01 y 3.43 ± 0.04 mg/g MS, correspondiendo el menor 

contenido al maíz azul y el mayor al frijol ayocote. Conforme aumentó la proporción de Phaseolus 

coccineus, el contenido de ácido fítico incrementó gradualmente, registrándose valores intermedios 

entre 2.62 y 2.93 mg/g MS en las mezclas. Después de la extrusión-expansión, el contenido de ácido 

fítico disminuyó significativamente en todas las formulaciones (2.35 ± 0.10–3.21 ± 0.18 mg/g MS), 

manteniéndose el mismo patrón observado en las harinas crudas, con los menores valores en el maíz 

azul y los mayores en el frijol ayocote. 

El ANOVA de dos vías (Apéndice 11.10) mostró efectos significativos de la formulación (F(6,28) = 

127.76, p < 0.001, η² = 0.965) y del tratamiento (F(1,28) = 96.10, p < 0.001, η² = 0.774), mientras 
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que la interacción formulación × tratamiento no fue significativa (F(6,28) = 0.051, p = 0.999, η² = 

0.011), indicando que no hubo evidencia de que la magnitud del efecto del procesamiento dependiera 

de la formulación. En conjunto, la incorporación de frijol ayocote incrementó progresivamente el 

contenido de ácido fítico, mientras que la extrusión y expansión redujo su concentración en 

aproximadamente 6.7 %, conservando las diferencias relativas entre formulaciones. 

 
Figura 9. Contenido de ácido fítico (mg/g MS) de harinas crudas y extruidas y expandidas elaboradas con 
maíz azul (Zea mays) y diferentes proporciones de frijol ayocote (Phaseolus coccineus). Las barras 
representan la media ± desviación estándar (n = 3). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias 
significativas entre formulaciones de harinas crudas y letras minúsculas diferentes indican diferencias 
significativas entre formulaciones extruidas y expandidas (Tukey, p < 0.05). Los asteriscos indican 
diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada formulación (Šídák, **p < 0.01). El ANOVA 
de dos vías mostró efectos significativos de la formulación y del tratamiento (p < 0.001), pero no de la 
interacción formulación × tratamiento (p = 0.999). 

El incremento del contenido de ácido fítico conforme aumentó la proporción de P. coccineus confirma 

que la formulación fue el principal determinante de este compuesto (η² = 0.965), mientras que la 

extrusión y expansión redujo su concentración de manera consistente entre las formulaciones (≈6.7 

%; η² = 0.774), sin efecto significativo de la interacción formulación × tratamiento (p = 0.999). Este 
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comportamiento coincide con Alonso, Aguirre, et al. (2000) y Alam et al. (2016), quienes señalan 

que la disminución del ácido fítico durante la extrusión depende principalmente de las condiciones 

de procesamiento. Aunque el ácido fítico presenta una elevada estabilidad térmica y su 

descomposición inicia alrededor de 150 °C (Daneluti y Matos, 2013), la extrusión favorece 

principalmente la hidrólisis parcial del myo-inositol hexakisfosfato (IP6) hacia fosfatos de menor 

grado de fosforilación (IP5–IP3), más que su degradación completa (Alonso, Aguirre, et al., 2000). 

La estabilidad térmica del ácido fítico resulta particularmente relevante para interpretar la magnitud 

de la reducción observada en el presente estudio. Durante la extrusión, las temperaturas establecidas 

en las zonas de alimentación, cocción y cercana a la matriz fueron de 58, 120–118 y 65 °C, 

respectivamente, por lo que la temperatura máxima nominal del proceso se mantuvo por debajo de 

los aproximadamente 150 °C reportados para el inicio de su descomposición térmica (Daneluti y 

Matos, 2013). A ello se suma que la extrusión constituye un tratamiento de alta temperatura y corto 

tiempo, de modo que la exposición de la matriz a las temperaturas máximas ocurre durante un periodo 

limitado. En este contexto, la reducción estadísticamente significativa pero cuantitativamente 

moderada de aproximadamente 6.7 % es compatible con una modificación parcial del fitato durante 

el procesamiento, más que con una degradación térmica extensa. Esta interpretación debe 

considerarse en función de las temperaturas establecidas en el extrusor, ya que la temperatura real de 

la masa y su tiempo de residencia no fueron determinados directamente. 

La magnitud relativamente baja de la reducción también puede contextualizarse frente a otros 

sistemas de leguminosas extruidas. Se han reportado disminuciones de aproximadamente 13.5, 20.8 

y 26.7 % en chícharo, frijol y haba, respectivamente, bajo condiciones de extrusión cercanas a 145–

150 °C, acompañadas por una disminución de IP6 y un incremento relativo de formas menos 

fosforiladas como IP5 e IP4 (Alonso, Aguirre, et al., 2000; Sarkhel y Roy, 2022). Aunque los sistemas 

exclusivamente a base de cereales no son directamente comparables con las formulaciones cereal y 

leguminosa evaluadas en este estudio, también aportan evidencia sobre la influencia de las variables 

de extrusión. Kaur et al. (2015), al evaluar salvados de trigo, arroz, cebada y avena, observaron 

reducciones sustanciales del ácido fítico bajo condiciones de 115–165 °C y 14–20 % de humedad. A 

20 % de humedad, las reducciones promedio fueron de 54.51, 50.47 y 48.47 % a 115, 140 y 165 °C, 

respectivamente, evidenciando que el incremento de la temperatura no produjo una disminución 
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proporcional del ácido fítico y que la humedad y la naturaleza de la matriz también condicionaron su 

respuesta durante la extrusión.  

La reducción del contenido cuantificable de ácido fítico tampoco debe interpretarse exclusivamente 

como consecuencia de su degradación térmica. La estructura altamente fosforilada del IP6 favorece 

interacciones con proteínas y cationes minerales, dando lugar a complejos binarios y ternarios cuya 

estabilidad depende del pH, la fuerza iónica, las concentraciones relativas de los componentes y la 

conformación de las proteínas (Amat et al., 2023). En especies de Phaseolus, Alli y Baker, (1981) 

observaron que la asociación entre ácido fítico y proteínas dependió de la disponibilidad de grupos 

básicos positivamente cargados, y que dicha asociación se modificó con el pH. Por lo tanto, las 

modificaciones conformacionales, la desnaturalización y la agregación proteica inducidas durante la 

extrusión podrían modificar las interacciones fitato, proteína y mineral y, consecuentemente, la 

solubilidad o extractabilidad analítica del fitato. Esta posibilidad resulta relevante en matrices cereal 

y leguminosa, donde el procesamiento modifica simultáneamente almidón, proteínas y sus 

interacciones con otros constituyentes. 

En este sentido, la hidrólisis parcial de IP6 y las modificaciones en sus interacciones con la matriz 

constituyen mecanismos complementarios, y no necesariamente excluyentes, para interpretar los 

cambios observados después del procesamiento. La literatura indica que el contenido determinado de 

ácido fítico puede responder no solo a su transformación química, sino también al estado de 

asociación del fitato con proteínas y minerales y a cambios en su accesibilidad dentro de la matriz. 

Por ello, la disminución observada en el presente estudio no permite establecer por sí sola el 

mecanismo responsable ni confirmar la formación de IP5 y IP3, ya que estos fosfatos de inositol no 

fueron determinados individualmente; sin embargo, su formación constituye un mecanismo 

previamente descrito durante la extrusión de leguminosas (Alonso, Aguirre, et al., 2000; Sarkhel y 

Roy, 2022).  

En contraste con la reducción observada en este estudio, Osuna-Gallardo et al. (2023) reportaron un 

incremento de 21.9 % en el contenido de ácido fítico de harina extruida de P. coccineus procesada a 

137 °C, atribuido a una mayor liberación y detectabilidad del compuesto después del procesamiento. 

Esta respuesta resulta particularmente relevante por tratarse de la misma especie utilizada en el 

presente trabajo y demuestra que una mayor temperatura de extrusión no necesariamente se traduce 

en una mayor reducción del contenido analíticamente determinado. Las diferencias entre ambos 
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estudios podrían estar relacionadas con las condiciones específicas de extrusión, la composición 

inicial de la materia prima, la humedad, el tiempo de residencia y las modificaciones estructurales de 

la matriz que afectan la liberación o extractabilidad del fitato. En consecuencia, la respuesta del ácido 

fítico durante la extrusión parece estar determinada por el balance entre su hidrólisis parcial y los 

cambios fisicoquímicos de la matriz que pueden modificar su disponibilidad para la determinación 

analítica. 

Finalmente, debe considerarse que las muestras evaluadas en el presente estudio correspondieron a 

productos extruidos y posteriormente expandidos por microondas. Este segundo tratamiento 

representa una fuente adicional de energía térmica capaz de modificar la matriz y potencialmente 

contribuir a los cambios observados en el contenido de fitato. Se han descrito modificaciones del 

ácido fítico después del tratamiento con microondas en leguminosas, aunque la magnitud y dirección 

de la respuesta dependen de las condiciones aplicadas y de las características de la materia prima 

(Sarkhel y Roy, 2022). Por lo tanto, la reducción global de aproximadamente 6.7 % debe atribuirse al 

efecto conjunto de la extrusión y la expansión por microondas, sin asignar de manera independiente 

la contribución de cada etapa. En conjunto, estos resultados y su contraste con la literatura indican 

que la respuesta del ácido fítico al procesamiento no depende exclusivamente de la temperatura, sino 

de la interacción entre las condiciones de extrusión y expansión y las características de la matriz 

cereal y leguminosa. La reducción moderada observada podría estar relacionada tanto con la 

estabilidad térmica del ácido fítico y la hidrólisis parcial del IP6 como con modificaciones en sus 

interacciones y extractabilidad dentro de la matriz maíz azul y frijol ayocote. 

7.6 Objetivo particular 5: Análisis microestructural  

7.6.1 Evaluación de cambios en el perfil proteico mediante electroforesis SDS-PAGE 

El perfil electroforético de las proteínas presentes en las muestras de maíz azul y frijol ayocote fue 

evaluado mediante SDS-PAGE con el propósito de identificar modificaciones cualitativas en la 

distribución de las bandas proteicas asociadas con el procesamiento y la digestión gastrointestinal in 

vitro. Para diferenciar los cambios relacionados con las condiciones fisicoquímicas del protocolo de 

aquellos producidos por la acción de las enzimas digestivas, se incluyeron controles de digestión sin 

enzimas tanto para las harinas crudas como para los productos extruidos y expandidos por 

microondas, posteriormente molidos. 
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7.6.1.1 Maiz azul  

La Figura 10 muestra el perfil electroforético de las proteínas presentes en la harina de maíz azul y 

en las muestras sometidas al protocolo de digestión in vitro, mientras que la Tabla 13 resume los 

pesos moleculares aparentes estimados para las bandas detectadas en la harina cruda. El perfil 

electroforético de la harina cruda de maíz azul (Figura 11) presentó la mayor complejidad, con ocho 

bandas proteicas de 176.73, 94.20, 46.24, 36.05, 29.55, 28.68, 27.74 y 26.37 kDa. Se observaron dos 

bandas de alto peso molecular aparente (176.73 y 94.20 kDa), dos bandas intermedias (46.24 y 36.05 

kDa) y cuatro bandas concentradas entre 26.37 y 29.55 kDa. El análisis densitométrico confirmó una 

mayor intensidad relativa en esta última región, además de señales bien definidas alrededor de 46 y 

94 kDa.  

 
Figura 10. Perfil electroforético SDS-PAGE de las proteínas presentes en muestras de 
maíz azul sometidas a diferentes tratamientos. M: marcador de peso molecular (20–200 
kDa); carril 1: harina cruda; carril 2: control de digestión de harina cruda (sin enzimas 
digestivas); carril 3: control de digestión del producto extruido y expandido por 
microondas, posteriormente molido (sin enzimas digestivas); carril 4: harina cruda 
digerida in vitro; carril 5: producto extruido y expandido por microondas, posteriormente 
molido y digerido in vitro. 
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La exposición de la harina cruda al protocolo de digestión en ausencia de enzimas digestivas redujo 

el número de bandas detectadas de ocho a cinco, permaneciendo señales entre 27.56 y 45.66 kDa y 

desapareciendo las de mayor peso molecular. En el control correspondiente al producto extruido y 

expandido por microondas, posteriormente molido y sometido al mismo protocolo sin enzimas, se 

detectó predominantemente una banda de aproximadamente 47.44 kDa, evidenciando una reducción 

adicional de la complejidad del perfil proteico. Después de la digestión in vitro completa, tanto la 

harina cruda como la muestra procesada presentaron perfiles electroforéticos similares, caracterizados 

por tres bandas localizadas entre 27.43 y 46.24 kDa. En ambas muestras desaparecieron las señales 

de mayor peso molecular, permaneciendo principalmente bandas en la región de 27–46 kDa.  

 
Figura 11. Proteínas identificadas mediante el software GelAnalyzer 26.1 en la harina cruda de maíz (Carril 1).  

Tabla 13. Peso molecular aparente (kDa) de las 
bandas proteicas detectadas mediante SDS-PAGE 
en la harina cruda de maíz azul (Carril 1). 

Banda Rfa Peso molecular (kDa) 
1 0.127 176.73 
2 0.246 94.20 
3 0.426 46.24 
4 0.528 36.05 
5 0.672 29.55 
6 0.708 28.68 
7 0.761 27.74 
8 0.903 26.37 

aMovilidad relativa (Rf), calculada como el cociente entre la 
distancia recorrida por cada banda proteica y la distancia 
recorrida por el frente del colorante durante la electroforesis, 
medidas desde el inicio del gel de resolución. 
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Las proteínas de almacenamiento del endospermo del maíz están constituidas principalmente por 

zeínas, además de otras fracciones proteicas con diferente solubilidad y peso molecular. Dentro de 

las zeínas, las α-zeínas representan la fracción predominante y se han descrito clásicamente mediante 

SDS-PAGE alrededor de 19 y 22 kDa (Nunes et al., 2004; Wilson, 1986; Zheng et al., 2014). En el 

presente estudio, las bandas de menor peso molecular de la harina cruda se localizaron entre 26.37 y 

29.55 kDa, por encima del intervalo característico reportado para las α-zeínas; por ello, su 

correspondencia directa con esta fracción proteica no puede establecerse únicamente a partir de la 

movilidad electroforética. No obstante, la persistencia de señales de bajo peso molecular después de 

la digestión es consistente con la mayor resistencia relativa descrita para determinadas proteínas de 

reserva del maíz frente a la hidrólisis enzimática (Nunes et al., 2004). La presencia adicional de 

bandas de 36.05, 46.24, 94.20 y 176.73 kDa evidencia la complejidad del perfil proteico recuperado 

y sugiere la presencia de otras fracciones proteicas o de estados de asociación de mayor peso 

molecular aparente. 

El peso molecular aparente observado mediante SDS-PAGE no necesariamente corresponde a una 

proteína monomérica individual, ya que las proteínas pueden establecer asociaciones 

intermoleculares y formar agregados u oligómeros de mayor peso molecular aparente. Por tanto, 

algunas señales localizadas en regiones superiores podrían reflejar estados de asociación de las 

proteínas y no exclusivamente polipéptidos individuales. Esta consideración resulta particularmente 

relevante después de tratamientos termomecánicos capaces de modificar la conformación y las 

interacciones intermoleculares de las proteínas. En consecuencia, la asignación de identidad basada 

exclusivamente en el peso molecular debe considerarse tentativa y requeriría técnicas 

complementarias para su confirmación (Alonso, Aguirre, et al., 2000; Duque-Estrada et al., 2023). 

La marcada simplificación observada en el control de la harina del producto extruido y expandido 

por microondas, y sometido al protocolo gastrointestinal sin enzimas digestivas, demuestra que una 

parte importante de las modificaciones del perfil ocurrió independientemente de la proteólisis. Los 

tratamientos termomecánicos pueden modificar la conformación, agregación, solubilidad y 

extractabilidad de las proteínas, alterando consecuentemente su recuperación y migración mediante 

SDS-PAGE. Alonso, Orúe, et al. (2000), al estudiar proteínas de chícharo y Phaseolus vulgaris 

sometidas a extrusión, observaron una disminución considerable de la solubilidad proteica y 

modificaciones en los patrones electroforéticos de albúminas y globulinas; además, la recuperación 
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de su extractabilidad mediante SDS y 2-mercaptoetanol indicó la participación de interacciones 

intermoleculares y enlaces disulfuro. Aunque estos autores evaluaron matrices de leguminosas, el 

mecanismo resulta comparable para interpretar el comportamiento observado, ya que la pérdida de 

una señal electroforética después del procesamiento no necesariamente representa la degradación del 

polipéptido, sino que puede reflejar modificaciones en su asociación, solubilidad o recuperación bajo 

las condiciones de extracción. Cambios de esta naturaleza en la agregación y solubilidad de proteínas 

vegetales después de tratamientos térmicos y termomecánicos también han sido descritos por Flory 

et al. (2023). 

Además del procesamiento previo, las condiciones fisicoquímicas del protocolo gastrointestinal 

pueden contribuir a modificar el comportamiento de las proteínas. Los cambios de pH, fuerza iónica 

y composición del medio pueden alterar las interacciones intermoleculares de proteínas cuya 

conformación ya fue modificada por el procesamiento, afectando su solubilidad y recuperación 

posterior (Duque-Estrada et al., 2023). De esta manera, la reducción de ocho a cinco bandas 

observada en el control de harina cruda y la marcada simplificación del perfil del producto procesado 

en ausencia de enzimas indican que las modificaciones electroforéticas ocurrieron en diferentes 

etapas del procedimiento y no pueden atribuirse exclusivamente a la hidrólisis enzimática. 

La digestión gastrointestinal completa produjo una simplificación adicional del perfil, compatible con 

la acción de las proteasas sobre las fracciones susceptibles. Sin embargo, la similitud entre los perfiles 

finales de las muestras cruda y procesada no implica necesariamente un comportamiento equivalente 

de la fracción proteica durante la digestión. En el maíz azul, la IVPD disminuyó de 63.20 ± 1.09 % 

en la harina cruda a 52.86 ± 0.79 % después del procesamiento, indicando que la disminución del 

número de bandas detectables mediante SDS-PAGE no estuvo acompañada por una mayor 

recuperación de proteína soluble. SDS-PAGE e IVPD proporcionan información complementaria, 

pero no equivalente: mientras que el perfil electroforético permite visualizar las fracciones proteicas 

recuperables y detectables bajo las condiciones de extracción y separación empleadas, la IVPD 

determinada en este estudio depende de la cantidad de proteína recuperada en la fase soluble después 

de la digestión y centrifugación. Por ello, los cambios en agregación, solubilidad y extractabilidad 

inducidos por el procesamiento pueden modificar simultáneamente el patrón electroforético y la 

recuperación de proteína soluble, sin que la disminución o desaparición de una banda implique 
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necesariamente un incremento de la digestibilidad proteica (Alonso, Aguirre, et al., 2000; Duque-

Estrada et al., 2023; Flory et al., 2023). 

En conjunto, el comportamiento del maíz azul indica que el procesamiento modificó sustancialmente 

el estado estructural y la recuperación electroforética de sus proteínas antes de la acción enzimática, 

mientras que la digestión gastrointestinal produjo modificaciones adicionales sobre las fracciones 

remanentes. La persistencia de bandas entre aproximadamente 27 y 46 kDa después de la digestión 

evidencia la presencia de fracciones comparativamente más resistentes o recuperables, aunque su 

identidad específica y grado individual de hidrólisis no pueden establecerse únicamente mediante 

SDS-PAGE. La disminución concurrente de la IVPD indica, además, que los cambios inducidos por 

el procesamiento no necesariamente favorecieron la recuperación de proteína soluble después de la 

digestión, por lo que la interpretación del comportamiento proteico requiere considerar 

conjuntamente estructura, agregación, solubilidad, extractabilidad y susceptibilidad a la proteólisis. 

7.6.1.2 Frijol ayocote 

La Figura 12 muestra el perfil electroforético de las proteínas presentes en la harina de frijol ayocote 

y en las muestras sometidas al protocolo de digestión in vitro, mientras que la Tabla 14 resume los 

pesos moleculares aparentes estimados para las bandas detectadas en la harina cruda. El perfil 

electroforético de la harina cruda (Figura 13) presentó nueve señales de >200, 133.79, 105.50, 70.86, 

49.50, 30.36, 27.05, 24.69 y 22.16 kDa, evidenciando una mayor complejidad que la observada para 

el maíz azul. La señal originalmente estimada mediante extrapolación como 313.97 kDa se localizó 

por encima del intervalo del marcador utilizado (20–200 kDa), por lo que debe considerarse 

únicamente como una fracción de peso molecular aparente >200 kDa. 

La exposición de la harina cruda al protocolo de digestión en ausencia de enzimas digestivas produjo 

cambios limitados en el perfil electroforético, conservándose las nueve bandas originales con ligeras 

variaciones en los pesos moleculares estimados. En contraste, el control correspondiente a la muestra 

procesada sometida al mismo protocolo presentó únicamente cinco bandas comprendidas entre 25.1 

y 99.7 kDa, evidenciando una reducción importante en la complejidad del perfil proteico. Después de 

la digestión in vitro completa, la harina cruda presentó tres bandas localizadas entre 25.18 y 51.84 

kDa, mientras que la muestra procesada mostró únicamente dos señales de aproximadamente 28.68 

y 49.80 kDa. En ambas desaparecieron prácticamente todas las fracciones de mayor peso molecular. 
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El perfil electroforético de la harina cruda fue consistente con el descrito para especies del género 

Phaseolus, caracterizadas por una elevada proporción de proteínas de reserva, entre ellas globulinas 

7S como la phaseolina y diferentes lectinas. La banda observada a 49.50 kDa se encuentra dentro del 

intervalo de aproximadamente 43–53 kDa reportado para las subunidades de phaseolina de P. vulgaris 

(Carbonaro, 2006), reforzando la asignación tentativa que ya se había realizado con base en Makri y 

Doxastakis, (2006) y Montoya et al. (2010). Carbonaro reportó además que estas globulinas 7S 

presentan propiedades estructurales relacionadas con agregación y que el tratamiento térmico puede 

modificar su solubilidad y digestibilidad. 

 
Figura 12. Perfil electroforético SDS-PAGE de las proteínas presentes en muestras de 
frijol ayocote sometidas a diferentes tratamientos. M: marcador de peso molecular (20–
200 kDa); carril 1: harina cruda; carril 2: control de digestión de harina cruda (sin 
enzimas digestivas); carril 3: control de digestión del producto extruido y expandido 
por microondas, posteriormente molido (sin enzimas digestivas); carril 4: harina cruda 
digerida in vitro; carril 5: producto extruido y expandido por microondas, 
posteriormente molido y digerido in vitro. 

La correspondencia resulta aún más estrecha para la señal de 30.36 kDa. González-Cruz et al., (2022) 

caracterizaron lectinas purificadas directamente de dos variedades de Phaseolus coccineus y 

determinaron pesos moleculares aparentes de 28.5 y 30.6 kDa mediante SDS-PAGE. Por tanto, la 

banda de 30.36 kDa observada en el presente estudio se encuentra dentro del intervalo descrito para 

lectinas de la misma especie. Esta coincidencia constituye un respaldo bibliográfico particularmente 
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pertinente, aunque no representa una identificación inequívoca de la banda, ya que no se realizó 

caracterización proteómica específica. Las bandas de 27.05, 24.69 y 22.16 kDa se encuentran 

asimismo dentro de regiones donde se han descrito polipéptidos de menor peso molecular y productos 

derivados de proteínas de reserva de Phaseolus. Montoya et al. (2010) reportaron que la hidrólisis de 

phaseolina puede producir fragmentos en el intervalo de 22–33 kDa, por lo que las señales remanentes 

observadas después de la digestión son compatibles, de manera tentativa, con fracciones proteicas 

resistentes o productos intermedios de proteólisis.  

 
Figura 13. Proteínas identificadas mediante el software GelAnalyzer 26.1 en la harina cruda de frijol ayocote (Carril 2)  

Tabla 14. Peso molecular aparente (kDa) 
de las bandas proteicas detectadas 
mediante SDS-PAGE en la harina cruda de 
frijol ayocote (Carril 1) 

Banda Rfa Peso molecular (kDa) 
1 0.043 313.97 
2 0.221 133.79 
3 0.275 105.50 
4 0.372 70.86 
5 0.475 49.50 
6 0.673 30.36 
7 0.746 27.05 
8 0.824 24.69 
9 0.976 22.16 

aMovilidad relativa (Rf), calculada como el 
cociente entre la distancia recorrida por cada banda 
proteica y la distancia recorrida por el frente del 
colorante durante la electroforesis, medidas desde 
el inicio del gel de resolución. 
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La reducción del número de bandas observada en el control procesado sin enzimas demuestra 

nuevamente que una parte importante de la modificación electroforética ocurrió antes de la proteólisis 

gastrointestinal. Este comportamiento concuerda de forma particularmente estrecha con Alonso, 

Orúe, et al. (2000), quienes estudiaron directamente P. vulgaris y observaron que la extrusión produjo 

una fuerte disminución de la solubilidad proteica y cambios significativos en los patrones SDS-PAGE 

de albúminas y globulinas. La recuperación de la extractabilidad al emplear SDS y 2-mercaptoetanol 

indicó que las interacciones no covalentes y los enlaces disulfuro participaron en las modificaciones 

producidas durante el procesamiento. 

A este efecto del procesamiento debe añadirse el de las condiciones fisicoquímicas del protocolo 

gastrointestinal. Venkatachalam y Sathe, (2003) demostraron en phaseolina de P. vulgaris que el 

medio ácido por sí mismo puede producir hidrólisis parcial incluso en ausencia de pepsina y modificar 

posteriormente la susceptibilidad de la proteína al ataque enzimático. Este antecedente resulta 

especialmente útil para interpretar los controles sin enzimas: éstos permiten distinguir la acción de 

las proteasas, pero no representan necesariamente una matriz estructuralmente inalterada durante las 

diferentes condiciones de pH del protocolo. 

Además de las interacciones proteína con proteína inducidas por el procesamiento, el comportamiento 

de las proteínas del ayocote debe interpretarse dentro de una matriz alimentaria que contiene fitato, 

minerales, carbohidratos y compuestos fenólicos. El ácido fítico posee múltiples grupos fosfato 

ionizables y puede establecer asociaciones electrostáticas con grupos cargados de las proteínas; estas 

interacciones pueden modificar sus perfiles de solubilidad y favorecer la formación de complejos 

proteína y fitato dependiendo del pH y de la composición del medio (Cheryan y Rackis, 1980). 

La evidencia más reciente muestra que estas asociaciones pueden incluir no solamente complejos 

binarios proteína y fitato, sino también sistemas ternarios proteína, fitato y calcio, cuya estabilidad 

depende del pH, la fuerza iónica, la concentración relativa de los componentes y el estado 

conformacional de las proteínas. Estas interacciones son relevantes para el procesamiento porque 

pueden modificar la estructura, funcionalidad y solubilidad proteica (Amat et al., 2023). Además, la 

extrusión y expansión puede modificar simultáneamente la conformación de las proteínas y sus 

interacciones con otros constituyentes de la matriz; por ello, las variaciones observadas en el perfil 

SDS-PAGE pueden reflejar no solo proteólisis o agregación proteína con proteína, sino también 

cambios en la solubilidad y recuperación de proteínas asociadas con otros componentes. Revisiones 
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sobre las interacciones del ácido fítico destacan precisamente que sus efectos sobre las proteínas y el 

procesamiento se explican por la interacción entre IP6, cationes y biopolímeros, con consecuencias 

sobre funcionalidad y solubilidad proteica (Wang y Guo, 2021). 

En el caso de las proteínas de Phaseolus, también se ha demostrado que compuestos fenólicos pueden 

modificar el comportamiento de phaseolina. Estudios de interacción phaseolina y polifenoles han 

observado reducción de la hidrólisis y modificaciones del patrón electroforético, asociadas con la 

formación de complejos o precipitación de proteínas (De Toledo et al., 2013). Este mecanismo resulta 

particularmente pertinente para una matriz pigmentada como el frijol ayocote; sin embargo, tanto las 

asociaciones proteína y fitato como proteína y fenoles deben considerarse en el presente estudio 

mecanismos plausibles respaldados por la literatura y no interacciones demostradas directamente en 

las muestras. 

La digestión completa produjo posteriormente una disminución adicional del número de bandas, 

compatible con hidrólisis de las fracciones susceptibles. La phaseolina presenta una estructura 

globular cuya susceptibilidad a la digestión depende de su estado conformacional; el tratamiento 

térmico puede facilitar la exposición de sitios susceptibles, pero simultáneamente favorecer 

agregación y pérdida de solubilidad (Carbonaro, 2006; Venkatachalam y Sathe, 2003). Por ello, la 

respuesta final de una matriz procesada no necesariamente sigue una relación sencilla equivalente de 

mayor desnaturalización corresponde a mayor digestibilidad. 

La disminución del número de bandas observada después del procesamiento no estuvo acompañada 

por un incremento de la digestibilidad proteica in vitro. En el frijol ayocote, la IVPD disminuyó de 

67.51 ± 0.36 % en la harina cruda a 47.66 ± 1.55 % en la muestra procesada, indicando que la 

simplificación del perfil electroforético no puede interpretarse directamente como evidencia de una 

mayor digestibilidad. Este comportamiento puede relacionarse con las modificaciones estructurales 

y de solubilidad inducidas por el procesamiento. Alonso, Orúe, et al., (2000) observaron en chícharo 

y Phaseolus vulgaris que la extrusión disminuyó significativamente la solubilidad proteica y modificó 

los patrones electroforéticos de las fracciones de albúminas y globulinas; asimismo, la incorporación 

de SDS y 2-mercaptoetanol incrementó la extractabilidad de las proteínas procesadas, evidenciando 

la participación de interacciones intermoleculares en los cambios inducidos por la extrusión.  

En este contexto, determinadas fracciones proteicas pueden adquirir una mayor susceptibilidad a la 

proteólisis después de la desnaturalización, mientras que otras pueden experimentar agregación, 
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disminución de solubilidad o modificaciones en sus interacciones con otros componentes de la matriz. 

En proteínas de Phaseolus, la conformación de la phaseolina influye directamente en su 

susceptibilidad frente a las enzimas digestivas, mientras que el tratamiento térmico también puede 

promover estados estructurales con diferente comportamiento de solubilidad y digestibilidad 

(Carbonaro, 2006; Montoya et al., 2010; Venkatachalam y Sathe, 2003). Por tanto, el efecto global 

observado después del procesamiento puede reflejar el balance entre desnaturalización y exposición 

de sitios susceptibles a proteólisis, por una parte, y agregación o reducción de la fracción proteica 

soluble, por otra. 

Esta respuesta puede estar condicionada adicionalmente por las interacciones de las proteínas con 

otros constituyentes de la matriz. El ácido fítico puede formar complejos con proteínas y minerales 

cuya estabilidad depende del pH, la fuerza iónica y el estado conformacional de las proteínas, 

modificando potencialmente su solubilidad y comportamiento dentro de la matriz alimentaria (Amat 

et al., 2023; Cheryan y Rackis, 1980). De manera similar, las interacciones entre proteínas y 

compuestos fenólicos pueden modificar la conformación, agregación y susceptibilidad proteolítica de 

las proteínas. Estas asociaciones no fueron determinadas directamente en el presente estudio, por lo 

que constituyen mecanismos probables para interpretar el comportamiento de la fracción proteica y 

no efectos demostrados experimentalmente. 

En consecuencia, SDS-PAGE e IVPD proporcionan información complementaria sobre diferentes 

aspectos del comportamiento proteico. El perfil electroforético permite observar cualitativamente las 

fracciones recuperables y detectables después de cada tratamiento, mientras que la IVPD empleada 

en el presente estudio depende de la cantidad de proteína recuperada en la fase soluble después de la 

digestión y centrifugación. La interpretación conjunta de ambas determinaciones indica que el 

procesamiento modificó sustancialmente el estado estructural y la recuperación de las proteínas del 

frijol ayocote, afectando simultáneamente su asociación, solubilidad y comportamiento durante la 

posterior digestión gastrointestinal (Alonso, Aguirre, et al., 2000; Carbonaro, 2006; Duque-Estrada 

et al., 2023).  

En conjunto, los perfiles electroforéticos evidenciaron que las modificaciones de las proteínas 

ocurrieron en diferentes etapas del tratamiento experimental. Los cambios observados en los controles 

sin enzimas muestran que parte de la simplificación del perfil estuvo asociada con el procesamiento 

previo y con las condiciones fisicoquímicas del protocolo, mientras que la incorporación posterior de 
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las enzimas produjo modificaciones adicionales compatibles con la proteólisis de las fracciones 

susceptibles. La respuesta diferencial entre SDS-PAGE e IVPD sugiere que el procesamiento 

modificó simultáneamente la conformación, asociación, solubilidad y susceptibilidad proteolítica de 

las proteínas, por lo que el comportamiento final de la fracción proteica resulta de la interacción entre 

estos fenómenos y las características particulares de cada matriz (Alonso, Orúe, et al., 2000; 

Carbonaro, 2006; Duque-Estrada et al., 2023; Venkatachalam y Sathe, 2003) .  

7.6.2 Microscopía Electrónica de Barrido  

Las micrografías de las materias primas mostraron diferencias en su morfología (Figura 14). En el 

maíz azul crudo se observaron numerosos gránulos de forma predominantemente redondeada, 

distribuidos individualmente o agrupados sobre fragmentos de mayor tamaño (Figura 14a). En el 

frijol ayocote molido también se identificaron partículas redondeadas y ovaladas, pero dispuestas 

principalmente en agregados compactos y asociadas con fragmentos irregulares de la matriz (Figura 
14b). Después de la extrusión, la formulación con 30% de frijol presentó una pérdida evidente de la 

definición granular observada en las materias primas. A menor aumento se distinguieron partículas 

irregulares, angulares y de tamaños heterogéneos (Figura 14c), mientras que a mayor aumento se 

observó una matriz compacta y rugosa, con zonas plegadas, fisuras y cavidades superficiales (Figura 
14d). La expansión por microondas conservó la fragmentación y heterogeneidad morfológica del 

material, pero produjo superficies más deformadas, con pliegues, irregularidades y zonas fracturadas 

(Figura 14e-f). En conjunto, las micrografías evidenciaron la transformación de las estructuras 

granulares presentes en las materias primas hacia una matriz continua y morfológicamente 

heterogénea después de la extrusión y la expansión por microondas. 

El análisis permitió observar transformaciones microestructurales características, como la disrupción 

de gránulos de almidón, gelatinización, formación de poros y fracturas en la matriz, así como 

variaciones en la compactación y la continuidad estructural. Estas evidencias se utilizaron para 

complementar la interpretación de las propiedades de expansión, retención de compuestos bioactivos 

y comportamiento durante la digestión in vitro de las formulaciones estudiadas. 

Las transformaciones microestructurales observadas después de la extrusión evidenciaron la pérdida 

progresiva de la morfología granular característica de las materias primas y la formación de una 

matriz continua, irregular y heterogénea. Durante la extrusión, la combinación de temperatura, 

presión y esfuerzo cortante modifica la organización de los principales componentes de la matriz, 
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particularmente almidón y proteínas, favoreciendo la pérdida de integridad de los gránulos y la 

reorganización del material. En el presente estudio, estos cambios se manifestaron mediante la 

disminución de estructuras granulares claramente definidas y la aparición de superficies compactas y 

rugosas, acompañadas de pliegues, fisuras y cavidades en la formulación con 30% de frijol ayocote.  

Figura 14. Micrografías obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) de maíz azul (Zea mays) crudo a 
un aumento de 500× (a) y de frijol ayocote morado (Phaseolus coccineus) crudo a 1.00k× (b). Los paneles (c) y (d) 
muestran el extruido no expandido de maíz azul enriquecido con 30% de P. coccineus a 200× y 1.00k×, respectivamente. 
Los paneles (e) y (f) representan el extruido expandido por microondas de la misma formulación con 30% de frijol, a 
200× y 1.00k×, respectivamente. Los paneles (g) y (h) muestran la sección transversal y la superficie del producto extruido 
no expandido a 60× y 1,500×, respectivamente; el panel (i) muestra la sección transversal del producto extruido y 
expandido por microondas a 60×. 

Una transformación similar ha sido descrita en sistemas extruidos de tercera generación. Tovar-

Jímenez et al. (2016) observaron en pellets extruidos la pérdida de la organización granular y la 

formación de superficies continuas con canales y cavidades, mientras que Neder-Suárez et al. (2021), 

en una matriz constituida por maíz azul, frijol negro y acelga, reportaron la desaparición de la 

estructura granular del almidón después de la extrusión, atribuida a la acción combinada de 

temperatura, presión y esfuerzo cortante. Estos cambios fueron acompañados por modificaciones en 
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las propiedades de expansión, absorción de agua, solubilidad y textura, lo que respalda la estrecha 

relación entre la reorganización microestructural inducida durante la extrusión y el comportamiento 

tecnofuncional del producto final.  

La pérdida de definición granular observada mediante SEM es consistente con procesos de 

desestructuración y gelatinización parcial del almidón inducidos durante la extrusión; sin embargo, 

estas transformaciones no pueden establecerse exclusivamente a partir de la morfología microscópica. 

Estudios en almidón de maíz extruido han mostrado que el incremento de la severidad del 

procesamiento puede provocar pérdida de la organización granular, lixiviación de amilosa y 

formación de estructuras menos ordenadas, mientras que las modificaciones de la cristalinidad 

dependen de la temperatura, humedad y esfuerzo mecánico aplicados durante la extrusión (Neder-

Suárez et al., 2016). De manera similar, Aguilar‐Palazuelos et al. (2006) observaron que la extrusión 

modificó la estructura cristalina de pellets elaborados con almidón de papa, maíz de alta calidad 

proteica y harina de soya, generando desde pérdida de cristalinidad hasta la formación de nuevas 

estructuras dependiendo de la severidad del tratamiento. Por ello, las modificaciones morfológicas 

observadas mediante SEM deben interpretarse conjuntamente con los resultados obtenidos mediante 

difracción de rayos X y ATR-FTIR, técnicas que proporcionan información complementaria sobre los 

cambios en la organización estructural y molecular de la matriz. 

La incorporación de las micrografías correspondientes a las secciones transversales de los pellets 

permitió además distinguir con mayor claridad el efecto específico de la expansión por microondas. 

El pellet extruido no expandido presentó una estructura interna predominantemente compacta 

(Figura 14g y h), mientras que después de la expansión se observó una arquitectura celular 

heterogénea, caracterizada por cavidades de diferentes tamaños distribuidas en el interior de la matriz 

(Figura 14i). Esta transición confirma que la expansión por microondas produjo una modificación 

estructural adicional respecto de la generada previamente durante la extrusión. 

El desarrollo de esta arquitectura celular puede explicarse por el comportamiento físico del agua 

durante el calentamiento por microondas. La energía electromagnética es absorbida principalmente 

por las moléculas de agua presentes en la matriz, generando calentamiento y formación de vapor 

sobrecalentado; simultáneamente, el aumento de temperatura favorece el ablandamiento de la matriz, 

permitiendo su deformación y la expansión de los núcleos internos. Gimeno et al. (2004) describieron 

este proceso en pellets de harina de maíz, señalando que la expansión ocurre cuando la generación de 
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vapor coincide con la transición de la matriz desde un estado vítreo hacia un estado de mayor 

movilidad molecular, permitiendo que la presión interna produzca la expansión y formación de una 

estructura porosa. 

La humedad del pellet constituye, por tanto, una variable relevante para este mecanismo. La 

formulación con 30% de frijol utilizada para el análisis microestructural presentó un contenido de 

humedad de 14.60 ± 0.10% después de la extrusión. Lee et al. (2000) demostraron que el contenido 

de humedad de pellets de almidón de maíz modificó significativamente su comportamiento durante 

la expansión por microondas y observaron los mayores valores de expansión dentro de un intervalo 

aproximado de 10–13%; contenidos excesivamente altos limitaron la acumulación y liberación rápida 

de presión, mientras que contenidos demasiado bajos proporcionaron una cantidad insuficiente de 

agua para generar el vapor requerido para una expansión completa. Aunque estos valores no pueden 

extrapolarse directamente a una matriz compleja de maíz azul y frijol ayocote, la humedad observada 

en la formulación analizada se encuentra próxima al intervalo reportado para pellets de cereales 

expandidos por microondas. 

El estado estructural desarrollado durante la extrusión también condiciona la capacidad posterior del 

pellet para expandirse. Lee et al. (2000) observaron que la morfología y distribución de las celdas 

dependieron del grado de gelatinización previo del almidón. Una gelatinización insuficiente produjo 

pequeños espacios internos y baja expansión, mientras que grados superiores permitieron la 

formación de celdas más desarrolladas; sin embargo, la mayor expansión no siguió una relación lineal 

con el grado de gelatinización, sino que se obtuvo alrededor de un estado intermedio de 

transformación del almidón. Este comportamiento indica que la expansión requiere un equilibrio entre 

movilidad y resistencia mecánica de la matriz: ésta debe ser suficientemente flexible para deformarse 

bajo la presión del vapor, pero conservar la resistencia necesaria para estabilizar las celdas formadas. 

En una matriz cereal y leguminosa, dicho comportamiento no depende exclusivamente del almidón. 

Las proteínas pueden modificar la distribución de agua, la rigidez de la matriz y las interacciones 

intermoleculares, mientras que la fibra y otros componentes también pueden alterar sus propiedades 

reológicas y, consecuentemente, su capacidad de expansión (Gimeno et al., 2004). Esta consideración 

resulta importante en la formulación evaluada, donde la incorporación de 30% de Phaseolus 

coccineus incrementa la proporción relativa de proteína y fibra respecto del maíz azul, generando una 

matriz más compleja que los sistemas constituidos únicamente por almidón. 
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La influencia de la composición sobre las propiedades físicas de pellets expandidos también ha sido 

demostrada en matrices enriquecidas con ingredientes proteicos. Aguilar‐Palazuelos et al. (2006), 

utilizando una mezcla de almidón de papa, maíz de alta calidad proteica y harina de soya, observaron 

que el incremento de la temperatura de extrusión favoreció el índice de expansión y redujo la densidad 

aparente de los pellets posteriormente expandidos por microondas. Asimismo, Gimeno et al. (2004) 

demostraron que modificaciones en las propiedades reológicas de la matriz alteraron el tamaño y 

distribución de las celdas y la uniformidad estructural del producto expandido; las matrices menos 

homogéneas presentaron una distribución más amplia de tamaños celulares y paredes de diferente 

espesor. 

En este sentido, la arquitectura celular observada en el producto expandido resulta consistente con 

los cambios tecnofuncionales registrados previamente después de la expansión por microondas. La 

formación de cavidades internas incrementa el volumen ocupado por la matriz y contribuye a 

disminuir su densidad aparente, mientras que la geometría, tamaño y distribución de las celdas 

influyen sobre la resistencia mecánica y el comportamiento textural del producto. Lee et al. (2000) 

observaron que los tratamientos que generaron mayor volumen de expansión presentaron menores 

valores de densidad, mientras que Aguilar‐Palazuelos et al. (2006) reportaron igualmente una relación 

inversa entre índice de expansión y densidad en pellets de tercera generación expandidos por 

microondas. Por tanto, aunque SEM no permite establecer por sí sola una relación causal con las 

propiedades tecnofuncionales, las modificaciones observadas son congruentes con el aumento del 

índice de expansión y la disminución de la densidad registrados después de la expansión por 

microondas en las formulaciones estudiadas. 

La comparación entre los productos no expandidos y expandidos también evidencia que la extrusión 

y el calentamiento por microondas desempeñaron funciones estructurales diferentes pero 

complementarias. La extrusión produjo la desestructuración inicial de los componentes y la formación 

de una matriz continua capaz de actuar como precursor del pellet, mientras que el tratamiento 

posterior por microondas promovió la expansión de esta matriz y el desarrollo de una arquitectura 

celular. En consecuencia, la microestructura final del snack resulta del efecto secuencial del 

procesamiento termomecánico y de la posterior generación y expansión de vapor dentro del pellet, 

proceso condicionado por la humedad, el estado previo del almidón y la composición global de la 

matriz (Aguilar‐Palazuelos et al., 2006; Gimeno et al., 2004; Lee et al., 2000).  
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En conjunto, las micrografías muestran una transición desde estructuras granulares claramente 

reconocibles en las materias primas hacia una matriz continua después de la extrusión y, 

posteriormente, hacia una arquitectura celular heterogénea después de la expansión por microondas. 

Estas modificaciones concuerdan con las transformaciones descritas previamente en sistemas de 

tercera generación y proporcionan evidencia morfológica del efecto secuencial del procesamiento 

sobre la matriz maíz azul y frijol ayocote.  

7.6.3 Difracción de rayos X 

Los difractogramas de rayos X mostraron diferencias en la organización estructural de las materias 

primas y de las formulaciones extruidas (Figura 15). El maíz azul crudo presentó reflexiones bien 

definidas aproximadamente a 15.4°, 17.3°, 18.1° y ~23° (2θ), consistentes con el patrón cristalino 

tipo A característico de los almidones de cereales. En contraste, el frijol ayocote presentó reflexiones 

menos definidas y un perfil de difracción más amplio, evidenciando diferencias en la organización 

estructural de ambas materias primas. 

 
Figura 15. Perfiles de difracción de rayos X (XRD) de maíz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) 
crudos y de formulaciones extruidas de maíz azul enriquecidas con 10, 20, 30, 40 y 45% de P. coccineus. Los 
difractogramas se obtuvieron en un intervalo de 2θ de 5° a 30° utilizando radiación Cu-Kα (λ = 0.154056 nm). En el maíz 
azul crudo se observan reflexiones aproximadamente a 15.4°, 17.3°, 18.1° y ~23° (2θ), mientras que en las formulaciones 
extruidas se aprecia una menor definición de estas señales y una reflexión prominente en la región cercana a 19.5° (2θ). 

Después de la extrusión, las formulaciones conservaron parcialmente algunas de las reflexiones 

características del almidón nativo; sin embargo, éstas presentaron menor definición y mayor 
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ensanchamiento respecto al maíz azul crudo. Asimismo, la región cercana a 19.5° adquirió mayor 

prominencia relativa en los productos procesados. Conforme aumentó la proporción de Phaseolus 

coccineus, las reflexiones asociadas con la matriz rica en almidón tendieron a presentar menor 

intensidad y definición, particularmente en la formulación con 45% de frijol. En conjunto, los perfiles 

obtenidos evidenciaron modificaciones en el orden estructural de la matriz asociadas tanto con el 

procesamiento por extrusión como con las diferencias en la composición de las formulaciones. 

Las reflexiones observadas en el maíz azul crudo son consistentes con el patrón cristalino tipo A 

característico de los almidones de cereales, cuya organización se relaciona con el empaquetamiento 

de las dobles hélices de amilopectina en los dominios cristalinos (Hong et al., 2021). Un patrón 

comparable ha sido descrito en matrices de maíz azul y frijol destinadas a la elaboración de botanas 

de tercera generación, así como en productos de maíz sometidos a extrusión (Navarro Cortez et al., 

2016; Neder-Suárez et al., 2021). Después del procesamiento, el ensanchamiento y la menor 

definición de las reflexiones observados en las formulaciones son consistentes con una reducción 

parcial del orden estructural. Durante la extrusión, la acción combinada de temperatura, humedad, 

presión y esfuerzo cortante puede alterar la organización semicristalina del almidón mediante 

gelatinización, destrucción granular y reorganización de sus cadenas, favoreciendo la transformación 

de regiones ordenadas hacia estructuras con mayor carácter amorfo (Cueto et al., 2018; Navarro 

Cortez et al., 2016; Neder-Suárez et al., 2021). 

Sin embargo, la reducción del orden cristalino nativo no implica necesariamente una transformación 

completa de la matriz hacia un estado amorfo, ya que durante y después del procesamiento pueden 

coexistir la desestructuración de arreglos preexistentes y la formación de nuevas asociaciones 

moleculares. Cueto et al. (2018) determinaron una pérdida promedio cercana al 50% de la 

cristalinidad inicial después de la extrusión y atribuyeron el orden remanente tanto a fracciones de 

almidón nativo no completamente transformadas como a la formación de nuevos arreglos, incluidos 

complejos amilosa y lípido. De manera complementaria, C. Liu et al. (2025) demostraron mediante 

XRD, FTIR y RMN de 13C CP/MAS que el procesamiento térmico puede producir inicialmente una 

disminución del orden cristalino y de las estructuras helicoidales, seguida, bajo determinadas 

condiciones, por una reorganización de las cadenas y la formación de nuevos arreglos ordenados. 

Aunque las condiciones experimentales y la matriz evaluada por estos autores difieren de las 

empleadas en el presente estudio, estos antecedentes respaldan una interpretación dinámica de las 



 

105 
 

transformaciones estructurales, en la que pérdida de orden y reorganización molecular pueden 

coexistir. 

Esta consideración resulta relevante para interpretar la señal cercana a 19.5° (2θ) observada en los 

productos extruidos. En sistemas de maíz azul y frijol procesados por extrusión se ha reportado la 

aparición o intensificación de señales próximas a 12.8° y 19.8°, relacionadas con un patrón tipo V y 

con la reorganización de cadenas de amilosa en presencia de lípidos (Neder-Suárez et al., 2021). La 

formación de estructuras tipo V después de la gelatinización y durante tratamientos termomecánicos 

se encuentra ampliamente asociada con complejos de inclusión entre amilosa y lípidos (Oyeyinka 

et al., 2021). En consecuencia, la señal alrededor de 19.5° observada en las formulaciones del presente 

estudio podría ser compatible con la presencia de este tipo de estructuras. No obstante, esta asignación 

debe considerarse tentativa, debido a que no se realizó una cuantificación específica de las fases 

cristalinas ni una caracterización dirigida de complejos amilosa y lípido. 

La incorporación progresiva de frijol ayocote produjo modificaciones adicionales en los perfiles de 

difracción, con una menor intensidad y definición de las reflexiones asociadas con la matriz rica en 

almidón conforme aumentó la proporción de P. coccineus, particularmente en la formulación con 

45%. Esta tendencia no debe atribuirse exclusivamente a una mayor desestructuración del almidón 

ocasionada por la extrusión, ya que el incremento de la leguminosa modificó simultáneamente la 

composición del sistema. Los resultados de composición proximal mostraron un incremento 

progresivo de proteína y fibra dietética conforme aumentó la incorporación de ayocote, mientras que 

disminuyó proporcionalmente la participación del maíz y, por tanto, de la fase rica en almidón 

responsable de las principales reflexiones cristalinas. En productos extruidos, el almidón puede 

constituir una fase continua importante, mientras que proteínas, fibra y otros componentes modifican 

su continuidad, hidratación e interacciones durante el procesamiento (Cueto et al., 2018; Mironeasa 

et al., 2023). En matrices de maíz azul con diferentes proporciones de frijol negro también se ha 

observado que la composición condiciona las modificaciones estructurales desarrolladas durante el 

procesamiento (Neder-Suárez et al., 2024). Por tanto, la menor definición de las reflexiones a mayores 

niveles de ayocote probablemente refleja el efecto conjunto de la transformación termomecánica del 

almidón, la disminución relativa de la fase amilácea y la creciente participación de proteínas, fibra y 

otros constituyentes de la leguminosa. 
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Las modificaciones detectadas mediante XRD mostraron concordancia con los cambios morfológicos 

observados previamente mediante SEM. Mientras que las materias primas conservaron estructuras 

granulares claramente reconocibles, la formulación extruida presentó pérdida de la definición 

granular y formación de una matriz continua e irregular; paralelamente, XRD evidenció una menor 

definición del orden cristalino nativo. Esta correspondencia ha sido observada también en botanas de 

maíz azul y frijol negro, donde las modificaciones de la estructura granular después de la extrusión 

estuvieron acompañadas por cambios en el patrón de difracción (Neder-Suárez et al., 2021). Ambas 

técnicas proporcionan así información complementaria a diferentes escalas: SEM permite visualizar 

las modificaciones morfológicas de la matriz, mientras que XRD proporciona información sobre su 

orden cristalino de largo alcance. Este nivel de organización debe distinguirse de las interacciones y 

arreglos moleculares de corto alcance que pueden evaluarse mediante técnicas espectroscópicas como 

FTIR (Hong et al., 2021).  

Las diferencias estructurales desarrolladas durante la extrusión también resultan relevantes para el 

comportamiento posterior del pellet durante la expansión por microondas. En pellets de tercera 

generación, las condiciones de extrusión pueden modificar la organización cristalina y establecer una 

estructura inicial que posteriormente condiciona la capacidad de la matriz para deformarse y 

expandirse durante el calentamiento (Aguilar‐Palazuelos et al., 2006). En el presente estudio, las 

formulaciones con niveles intermedios de ayocote conservaron reflexiones relativamente más 

definidas en comparación con la formulación con 45% y presentaron índices de expansión cercanos 

a 2.0 y densidades aparentes intermedias después de la expansión. Esta correspondencia no demuestra 

una relación causal directa entre el perfil de difracción y la expansión, pero permite considerar el 

estado estructural desarrollado durante la extrusión como uno de los factores que contribuyen al 

comportamiento tecnológico posterior del pellet. Cueto et al. (2018) reportaron asociaciones entre 

indicadores estructurales y propiedades macroscópicas como expansión, densidad y porosidad, 

respaldando la conveniencia de interpretar conjuntamente la organización de la matriz y sus 

propiedades físicas. 

En conjunto, los resultados de XRD evidenciaron que la extrusión modificó el orden estructural 

característico de las materias primas, mientras que la incorporación progresiva de P. coccineus 

introdujo modificaciones adicionales asociadas con la composición de la matriz. La disminución y el 

ensanchamiento de las reflexiones características del patrón tipo A indican una pérdida parcial del 
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orden cristalino nativo, mientras que la señal cercana a 19.5° es compatible con una posible 

reorganización hacia estructuras de tipo V, aunque esta asignación requiere cautela al no haberse 

cuantificado las fases cristalinas. La concordancia entre XRD y SEM respalda que el procesamiento 

produjo modificaciones estructurales a diferentes escalas y que el estado desarrollado durante la 

extrusión constituyó la matriz precursora sobre la cual ocurrió posteriormente la expansión por 

microondas. 

7.6.4 Análisis por Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier con reflectancia total 

atenuada 

Los espectros ATR-FTIR de las materias primas y de las formulaciones extruidas y expandidas por 

microondas mostraron las bandas características asociadas con los principales componentes de la 

matriz (Figura 16). En la región de 3600–3000 cm⁻¹ se observó una banda ancha atribuida 

principalmente al estiramiento de grupos O–H y N–H, mientras que alrededor de 2920 cm⁻¹ se 

identificó una señal correspondiente al estiramiento C–H. Asimismo, se observaron bandas en la 

región de 1700–1500 cm⁻¹, asociada principalmente con Amida I y Amida II, y una región de 

absorción intensa entre 1200 y 900 cm⁻¹, característica de vibraciones C–O–C y C–O de 

polisacáridos. 

Las principales diferencias entre las materias primas y las formulaciones procesadas se localizaron 

en las regiones asociadas con proteínas y polisacáridos, particularmente alrededor de 1650–1540 cm⁻¹ 

y en la región de 1200–900 cm⁻¹. Las formulaciones con diferentes proporciones de Phaseolus 

coccineus presentaron variaciones en el perfil de estas bandas, incluyendo la región cercana a 1045 

cm⁻¹. Debido a que los espectros se analizaron de manera comparativa sin aplicar un procedimiento 

de normalización o deconvolución dirigido a la cuantificación de bandas individuales, las diferencias 

de absorbancia se interpretaron cualitativamente como modificaciones del perfil espectral y no como 

cambios cuantitativos en la concentración de grupos funcionales específicos. 

Los perfiles ATR-FTIR evidenciaron que la incorporación de P. coccineus y el procesamiento 

modificaron el entorno molecular de los principales biopolímeros de la matriz sin observarse la 

aparición evidente de nuevas regiones de absorción respecto de las materias primas. La banda ancha 

localizada entre 3600 y 3000 cm⁻¹ corresponde principalmente a vibraciones de estiramiento O–H, 

con posible contribución de grupos N–H, y se relaciona con la extensa red de enlaces de hidrógeno 

presente en carbohidratos, proteínas y agua asociada. Esta región es particularmente sensible a las 
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interacciones intermoleculares de los polisacáridos, debido a la abundancia de grupos hidroxilo 

capaces de participar en enlaces de hidrógeno (Hong et al., 2021). Las diferencias observadas entre 

las formulaciones pueden, por tanto, reflejar cambios en el entorno de estos grupos como 

consecuencia tanto de la composición cereal y leguminosa como de las modificaciones estructurales 

desarrolladas durante el procesamiento. De manera similar, la señal próxima a 2920 cm⁻¹ corresponde 

principalmente al estiramiento de enlaces C–H presentes en los componentes orgánicos de la matriz. 

 

Figura 16. Espectros ATR-FTIR de las materias primas y de las formulaciones extruidas y expandidas por microondas 
de maíz azul (Zea mays L.) enriquecidas con Phaseolus coccineus L. Se identifican las principales bandas de absorción 
correspondientes al estiramiento O–H/N–H (3600–3000 cm⁻¹), estiramiento C–H (~2920 cm⁻¹), bandas Amida I y Amida 
II (1700–1500 cm⁻¹) y vibraciones C–O–C y C–O asociadas con polisacáridos (1200–900 cm⁻¹), incluyendo la región 
alrededor de 1045 cm⁻¹. 

La región comprendida entre aproximadamente 1700 y 1500 cm⁻¹ proporciona información relevante 

sobre el componente proteico. La banda Amida I, localizada principalmente entre 1700 y 1600 cm⁻¹, 

se origina predominantemente por el estiramiento C=O del enlace peptídico y es particularmente 

sensible al entorno conformacional y a la estructura secundaria de las proteínas; por su parte, Amida 

II presenta una contribución importante de la flexión N–H y del estiramiento C–N (Usoltsev et al., 

2019). La presencia y modificación de estas regiones en las formulaciones es congruente con la 

creciente participación del componente proteico derivado de la incorporación de ayocote y con las 
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transformaciones que las proteínas pueden experimentar durante el procesamiento térmico. Garcia-

Valle et al. (2021), en una matriz cereal y leguminosa, observaron modificaciones en las 

características estructurales de las proteínas y en sus interacciones dentro de la matriz al incorporar 

harina de garbanzo, evidenciando que la adición de una leguminosa puede alterar la organización del 

sistema proteína y almidón. 

No obstante, las modificaciones observadas en la región de Amida I no permiten establecer por sí 

solas una transición específica entre α-hélices, hojas β, giros β u otras estructuras secundarias. La 

asignación de estos componentes requiere procedimientos espectrales específicos, como segunda 

derivada y deconvolución de la región de Amida I, que permiten resolver bandas superpuestas 

(Usoltsev et al., 2019). Además, en matrices ricas en almidón debe considerarse que alrededor de 

1640–1650 cm⁻¹ puede existir contribución de la vibración de flexión H–O–H del agua asociada, por 

lo que esta región no puede atribuirse exclusivamente a las proteínas. En consecuencia, los cambios 

observados en 1700–1500 cm⁻¹ se interpretan de manera general como modificaciones del entorno 

molecular de la fracción proteica y de sus interacciones con otros componentes de la matriz, sin 

asignar cambios conformacionales específicos. 

La región de 1200–900 cm⁻¹ constituye uno de los segmentos más informativos de los espectros para 

evaluar la fracción polisacarídica. En esta región predominan vibraciones relacionadas con enlaces 

C–O, C–O–C y C–O–H de los carbohidratos y, particularmente en almidones, las bandas próximas a 

1047, 1022 y 995 cm⁻¹ son sensibles a su organización molecular de corto alcance. La señal alrededor 

de 1047 cm⁻¹ se ha relacionado con estructuras relativamente ordenadas, mientras que la región 

próxima a 1022 cm⁻¹ presenta una mayor contribución de dominios desordenados o amorfos; la banda 

cercana a 995 cm⁻¹ se ha asociado con la organización de las hélices hidratadas del almidón (Hong 

et al., 2021; Sofi et al., 2023). Estas características espectrales han permitido utilizar relaciones como 

1047/1022 y 995/1022 cm⁻¹ como indicadores de organización molecular de corto alcance. 

En una matriz particularmente cercana a la del presente estudio, Neder-Suárez et al. (2021) utilizaron 

las señales de esta región para evaluar modificaciones estructurales en botanas de tercera generación 

elaboradas con maíz azul y frijol negro, observando cambios después del procesamiento compatibles 

con una reorganización de la fracción amilácea. De manera similar, (Navarro Cortez et al. (2016) 

relacionaron las modificaciones observadas mediante FTIR con cambios estructurales producidos 

durante el procesamiento de matrices elaboradas con maíz azul. Estos antecedentes respaldan que las 
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variaciones observadas alrededor de 1045 cm⁻¹ en las formulaciones del presente estudio sean 

compatibles con modificaciones en el entorno y organización molecular de los polisacáridos como 

consecuencia de la transformación de la matriz. No obstante, dado que en el presente estudio no se 

calcularon las relaciones entre las bandas de 1047, 1022 y 995 cm⁻¹, los espectros no permiten 

cuantificar el grado de orden molecular ni establecer directamente una disminución o incremento de 

éste. 

Esta distinción resulta importante al comparar ATR-FTIR con los resultados obtenidos mediante 

XRD. Mientras que XRD permitió identificar modificaciones en el orden cristalino de largo alcance, 

ATR-FTIR aporta información complementaria sobre el entorno molecular y la organización de corto 

alcance de los componentes de la matriz (Hong et al., 2021). En este sentido, la menor definición de 

las reflexiones características del patrón cristalino tipo A observada mediante XRD y las 

modificaciones de la región 1200–900 cm⁻¹ mediante ATR-FTIR representan fenómenos 

relacionados, pero no equivalentes. La conservación de bandas características de los polisacáridos 

después del procesamiento tampoco implica que el almidón haya mantenido intacta su organización 

original, ya que pueden ocurrir modificaciones importantes en el orden molecular sin que 

necesariamente aparezcan nuevos grupos funcionales. Estudios de matrices sometidas a extrusión han 

mostrado precisamente que los perfiles FTIR pueden conservar las principales bandas características 

mientras cambian los indicadores de organización de corto alcance del almidón (Ren et al., 2023). 

El procesamiento aplicado en el presente estudio comprendió tanto la extrusión como la posterior 

expansión por microondas, por lo que las modificaciones observadas mediante ATR-FTIR 

corresponden al estado estructural resultante de ambas etapas y no pueden atribuirse 

experimentalmente a una de ellas de manera aislada. Durante la extrusión, la combinación de 

temperatura, humedad y esfuerzo de corte favorece la pérdida de la organización granular del 

almidón, la modificación de interacciones intermoleculares y cambios conformacionales y de 

agregación de las proteínas; posteriormente, el calentamiento por microondas puede promover nuevas 

modificaciones mediante el rápido calentamiento del agua y la movilidad de las cadenas poliméricas 

(Hong et al., 2021; Ren et al., 2023). En este sentido, C. Liu et al. (2025) demostró que el tratamiento 

con microondas puede modificar simultáneamente la organización de corto y largo alcance del 

almidón, involucrando tanto desestructuración como reorganización molecular bajo diferentes 

condiciones de tratamiento. Aunque dicho estudio se realizó con almidón de castaña y no con una 
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matriz cereal y leguminosa extruida, proporciona una posible explicacion para considerar que la 

expansión por microondas también puede contribuir al estado estructural finalmente detectado 

mediante ATR-FTIR. 

La proporción de P. coccineus constituye además un factor relevante para interpretar las diferencias 

espectrales entre las formulaciones. El incremento de ayocote modificó simultáneamente las 

proporciones relativas de almidón, proteína, fibra y otros constituyentes, generando matrices con 

diferente composición y posibilidades de interacción intermolecular. Por ello, las variaciones 

observadas en las regiones de amidas y polisacáridos no deben interpretarse únicamente como 

diferentes grados de transformación ocasionados por el procesamiento, sino también como 

consecuencia de la contribución relativa de cada componente y de las interacciones desarrolladas 

entre ellos. En sistemas cereal y leguminosa, las proteínas pueden interactuar con el almidón mediante 

enlaces de hidrógeno, asociaciones hidrofóbicas y otras interacciones no covalentes, modificando la 

organización de la matriz y la accesibilidad de los grupos funcionales detectados 

espectroscópicamente (Garcia-Valle et al., 2021; Neder-Suárez et al., 2024). En consecuencia, el 

perfil ATR-FTIR final representa la respuesta integrada de una matriz multicomponente y no la 

transformación independiente de almidón o proteína. 

En conjunto, los resultados obtenidos mediante ATR-FTIR complementaron la información 

estructural proporcionada por SEM y XRD. La pérdida de la organización granular y la formación de 

una matriz continua observadas mediante SEM evidenciaron modificaciones a escala morfológica; 

los cambios en las reflexiones cristalinas detectados mediante XRD mostraron alteraciones en el 

orden de largo alcance; mientras que las variaciones observadas mediante ATR-FTIR en las regiones 

asociadas con proteínas y polisacáridos evidenciaron modificaciones en el entorno molecular de estos 

biopolímeros. En conjunto, estas técnicas muestran que la incorporación de P. coccineus y el 

procesamiento mediante extrusión seguido de expansión por microondas produjeron modificaciones 

estructurales a diferentes niveles de organización de la matriz. Este comportamiento es consistente 

con lo descrito previamente en sistemas extruidos de maíz azul y mezclas cereal y leguminosa 

(Navarro Cortez et al., 2016; Neder-Suárez et al., 2021, 2024). 
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7.7 Objetivo particular 6: Evaluación sensorial  

7.7.1 Aceptabilidad sensorial  

Los resultados de la evaluación sensorial de las botanas elaboradas con maíz azul y diferentes niveles 

de sustitución con frijol ayocote (Phaseolus coccineus) se presentan en la Figura 17. Debido a que 

los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad, el efecto de la formulación sobre los 

atributos sensoriales se evaluó mediante la prueba no paramétrica de Friedman. 

 
Figura 17. Perfil sensorial de botanas de tercera generación expandidas por microondas, elaboradas 
con maíz azul y diferentes niveles de sustitución con Phaseolus coccineus (30, 40 y 45%).  

Se detectaron diferencias significativas entre formulaciones para apariencia (χ²(3) = 9.341, p = 0.025), 

sabor (χ²(3) = 30.224, p < 0.001), crujencia (χ²(3) = 18.079, p < 0.001) y aceptabilidad global (χ²(3) 

= 27.150, p < 0.001), mientras que la dureza percibida no presentó diferencias significativas (χ²(3) = 

3.475, p = 0.324). Las comparaciones múltiples mediante la prueba de rangos con signo de Wilcoxon 

con corrección de Bonferroni mostraron que las formulaciones con frijol obtuvieron puntuaciones 

significativamente menores que el control para sabor y aceptabilidad global (p < 0.0083). Para la 

crujencia, únicamente las formulaciones con 30 y 40% de frijol difirieron del control, mientras que 

la formulación con 45% no mantuvo diferencias significativas tras la corrección (p = 0.011). En 

contraste, la apariencia no mostró diferencias en las comparaciones pareadas después de la corrección 
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de Bonferroni (p > 0.0083). Asimismo, no se detectaron diferencias significativas entre las 

formulaciones con 30, 40 y 45% de frijol para ninguno de los atributos evaluados. 

La incorporación de Phaseolus coccineus redujo las puntuaciones de sabor y aceptabilidad global 

respecto al control de maíz azul. De manera similar, se ha documentado que la incorporación de 

ingredientes funcionales puede modificar la respuesta sensorial al alterar el perfil de sabor y aroma 

del producto, aun cuando mejora su calidad nutricional (Neder-Suárez et al., 2024). En contraste, 

otros ingredientes vegetales, como la calabaza deshidratada o el bagazo de naranja, han mantenido o 

incluso incrementado la aceptabilidad al aportar atributos sensoriales favorables, lo que evidencia que 

la respuesta del consumidor depende de la naturaleza del ingrediente incorporado y no únicamente 

del proceso de extrusión (Delgado-Nieblas, et al., 2018; Navarro-Cortez et al., 2018). En este estudio, 

la ausencia de diferencias entre las formulaciones con 30, 40 y 45% de frijol sugiere que incrementos 

adicionales de sustitución dentro de este intervalo no modifican de forma apreciable la percepción 

del consumidor. 

La menor puntuación de crujencia fue consistente con las modificaciones físicas previamente 

observadas, particularmente en el índice de expansión, la densidad aparente y las propiedades 

texturales. La percepción de crujencia depende de la formación de una estructura porosa y del 

comportamiento mecánico del producto durante la fractura, ambos estrechamente relacionados con 

el grado de expansión alcanzado durante el procesamiento (Delgado-Nieblas, et al., 2018; Moraru y 

Kokini, 2003). Sin embargo, la respuesta sensorial no siempre refleja la magnitud de las diferencias 

instrumentales. Liu et al. (2017) señalaron que algunos atributos texturales instrumentales y 

sensoriales presentan asociaciones consistentes, mientras que otros responden de manera 

independiente debido a la interacción del alimento durante la masticación. Esto permite interpretar 

que las modificaciones físicas inducidas por la formulación contribuyeron a la menor percepción de 

crujencia, mientras que las diferencias instrumentales de dureza no fueron percibidas por los 

consumidores. 

En conjunto, los resultados indican que la incorporación de Phaseolus coccineus permitió mejorar el 

perfil nutrimental de las botanas sin comprometer completamente su aceptación. Aunque el control 

obtuvo las puntuaciones más altas de sabor y aceptabilidad, las formulaciones con 30–45% de frijol 

mostraron respuestas sensoriales similares entre sí, lo que identifica este intervalo como una 

alternativa viable para incrementar el valor nutricional manteniendo una aceptabilidad adecuada. 
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7.7.2 Preferencia del consumidor e intención de consumo y compra 

La formulación elaborada exclusivamente con maíz azul fue seleccionada como la muestra preferida 

por 55.6% de los consumidores, seguida de la formulación con 40% de frijol, elegida por 22.2%. Las 

formulaciones con 30 y 45% de Phaseolus coccineus fueron preferidas por 12.3 y 9.9% de los 

participantes, respectivamente (Apéndice 11.11). La distribución de las preferencias difirió 

significativamente de una distribución uniforme 𝜒2(3) = 43.10, 𝑝 < 0.001, lo que indica que las 

muestras no fueron seleccionadas con la misma frecuencia. No obstante, al considerar conjuntamente 

las tres formulaciones adicionadas con frijol, estas concentraron 44.4% de las preferencias, 

proporción que no difirió significativamente de la obtenida por el control de maíz azul en una 

comparación binomial (𝑝 = 0.374). 

Después de recibir información sobre la composición nutrimental de las botanas, los consumidores 

reportaron una respuesta moderadamente favorable. El cambio de percepción presentó una media de 

3.98 ± 1.50, mientras que las intenciones de consumo y compra alcanzaron valores de 4.09 ± 1.40 y 

3.88 ± 1.47, respectivamente. En las tres variables, la mediana fue de 5 y el rango intercuartílico de 

4–6. Las respuestas positivas, definidas como puntuaciones de 5 a 7, representaron 67.9% para el 

cambio de percepción, 71.6% para la intención de consumo y 66.7% para la intención de compra. La 

distribución completa de frecuencias se presenta en el Apéndice 11.11. 

La prueba de Friedman no mostró diferencias significativas entre el cambio de percepción y las 

intenciones de consumo y compra 𝜒2(2) = 2.63, 𝑝 = 0.268. Sin embargo, se observó una 

correlación positiva fuerte entre la intención de consumo y la intención de compra (𝜌 = 0.886, 𝑝 <0.001). Asimismo, el cambio de percepción se correlacionó positivamente con la intención de 

consumo (𝜌 = 0.330, 𝑝 = 0.003) y con la intención de compra (𝜌 = 0.368, 𝑝 < 0.001). 

A pesar de que la formulación elaborada exclusivamente con maíz azul fue la más seleccionada por 

los consumidores, las formulaciones enriquecidas con Phaseolus coccineus concentraron 

conjuntamente el 44.4% de las preferencias, lo que sugiere que la incorporación de hasta 45% de 

frijol no comprometió sustancialmente su aceptación. Este resultado adquiere relevancia, ya que la 

incorporación de leguminosas suele modificar atributos sensoriales que limitan la aceptabilidad de 

este tipo de productos. En este sentido, Escobedo y Mojica (2021) señalan que el éxito de las botanas 

elaboradas con leguminosas depende del equilibrio entre el valor nutrimental y la aceptación 

sensorial, mientras que Han et al. (2010) identificaron al sabor como el principal determinante de la 
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aceptabilidad global. Asimismo, Neder-Suárez et al. (2021) demostraron que la incorporación de 

leguminosas en botanas extruidas mejora su perfil nutrimental, aunque mantener una adecuada 

aceptación sensorial continúa siendo uno de los principales desafíos tecnológicos. En términos 

generales, estos antecedentes respaldan que las formulaciones desarrolladas mantuvieron una 

aceptación competitiva, indicando que la mejora del perfil nutrimental pudo alcanzarse sin 

comprometer proporcionalmente la aceptación del consumidor. Asimismo, la fuerte correlación 

positiva entre la intención de consumo y la intención de compra (ρ = 0.886; p < 0.001) sugiere que la 

aceptación trascendió la evaluación hedónica inmediata. Aunque el diseño del estudio no permite 

atribuir un efecto causal a la información nutrimental proporcionada, los resultados coinciden con la 

evidencia reciente de que la aceptación de alimentos elaborados con leguminosas también está 

influenciada por la percepción de sus beneficios para la salud y la sostenibilidad (Arvisenet et al., 

2026), respaldando el potencial de Phaseolus coccineus para el desarrollo de botanas con mayor valor 

nutricional y buena aceptación. 

En conjunto, los resultados de la evaluación sensorial mostraron que la incorporación de hasta 45% 

de Phaseolus coccineus permitió obtener botanas con una aceptabilidad comparable a la del control 

en varios atributos sensoriales. Aunque la formulación de maíz azul fue la preferida por la mayoría 

de los consumidores, las formulaciones enriquecidas con frijol concentraron cerca de la mitad de las 

preferencias y mostraron una respuesta favorable en términos de percepción, intención de consumo e 

intención de compra, respaldando el potencial de aceptación del producto. 
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VIII. CONCLUSIONES  

1. Se establecieron formulaciones de botanas de tercera generación con hasta 45% de frijol ayocote, 

manteniendo condiciones adecuadas para su extrusión y expansión por microondas. 

2. La incorporación de frijol ayocote incrementó el contenido de proteína, fibra dietética y lisina, 

mejorando el perfil nutrimental de las formulaciones; sin embargo, una mayor proporción de 

leguminosa no se tradujo necesariamente en una mejora proporcional de todas las propiedades 

evaluadas.  

3. La extrusión incrementó la digestibilidad aparente in vitro de la materia seca, pero disminuyó la 

digestibilidad proteica y el IV-PDCAAS, evidenciando respuestas diferenciadas de la matriz al 

procesamiento. 

4. La formulación y el procesamiento condicionaron el contenido de compuestos fenólicos, 

antocianinas y ácido fítico, así como la capacidad antioxidante in vitro. Las antocianinas fueron 

particularmente sensibles a la extrusión, mientras que DPPH y ABTS presentaron respuestas 

diferenciadas después de la digestión in vitro. 

5. Los análisis mediante SEM, XRD, ATR-FTIR y SDS-PAGE evidenciaron que la extrusión 

produjo pérdida de la organización granular y del orden cristalino característico de las materias 

primas, acompañada de modificaciones moleculares y proteicas como consecuencia de la 

formulación y el procesamiento  

6. Las formulaciones con 30, 40 y 45% de frijol ayocote presentaron aceptación sensorial favorable, 

demostrando la viabilidad de incorporar proporciones elevadas de la leguminosa en el producto 

final.  

7. Considerando conjuntamente el perfil nutrimental, desempeño tecnofuncional y aceptación 

sensorial, la formulación con 30% de frijol ayocote presentó el mejor balance integral, mientras 

que mayores incorporaciones permitieron incrementar el enriquecimiento nutrimental con 

modificaciones más pronunciadas en las propiedades del producto. 

8. En conjunto, el uso combinado de maíz azul y frijol ayocote permitió desarrollar una botana de 

tercera generación nutricionalmente enriquecida, tecnológicamente viable y sensorialmente 

aceptable. 
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IX. PERSPECTIVAS 

1. Caracterizar el perfil de antocianinas y compuestos fenólicos mediante HPLC-DAD o LC-MS, 

para identificar y cuantificar compuestos individuales y evaluar su estabilidad durante el 

procesamiento y la digestión in vitro. 

2. Ampliar la evaluación de la calidad proteica mediante metodologías que consideren las fracciones 

proteicas insolubles y agregadas durante el procesamiento, para estimar con mayor precisión la 

digestibilidad y los indicadores de calidad proteica. 

3. Profundizar en la relación entre las modificaciones estructurales y la digestibilidad proteica, 

mediante técnicas complementarias que permitan evaluar desnaturalización, agregación e 

interacción de las proteínas con otros componentes de la matriz. 

4. Optimizar la formulación y las condiciones de procesamiento, considerando el balance entre 

enriquecimiento nutrimental, propiedades tecnofuncionales y aceptación sensorial. 

5. Ampliar la evaluación sensorial mediante segmentación de consumidores y modelos de 

preferencia, con el fin de identificar formulaciones con mayor potencial de transferencia 

tecnológica. 

6. Evaluar el potencial funcional de las formulaciones seleccionadas mediante modelos biológicos 

in vitro y, posteriormente, estudios in vivo que permitan determinar efectos fisiológicos 

específicos. 

7. Evaluar la factibilidad de escalamiento y la estabilidad durante el almacenamiento de las 

formulaciones seleccionadas, considerando sus propiedades fisicoquímicas, tecnofuncionales y 

sensoriales.  
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 LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

1. La estimación de la calidad proteica estuvo condicionada por la recuperación de las fracciones 

proteicas solubles, por lo que los resultados de digestibilidad e IV-PDCAAS deben interpretarse 

considerando las posibles modificaciones de solubilidad inducidas por el procesamiento. 

2. La caracterización de antocianinas y compuestos fenólicos se realizó mediante determinaciones 

globales, sin identificación y cuantificación individual por técnicas cromatográficas. 

3. Los ensayos DPPH y ABTS representan capacidad antioxidante in vitro y no permiten inferir 

directamente bioactividad, biodisponibilidad o efectos fisiológicos. 

4. La ausencia de modelos biológicos limita la interpretación de los resultados a las características 

químicas, nutrimentales, tecnofuncionales, estructurales y sensoriales evaluadas. 

5. Las asociaciones entre las modificaciones estructurales y las propiedades tecnofuncionales o de 

digestibilidad son principalmente interpretativas y no establecen relaciones causales directas. 
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XI. APÉNDICE 

Apéndice 11.1 Formato de consentimiento informado.  
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Apéndice 11.2. Resumen del análisis de varianza (ANOVA) de dos vías para evaluar los efectos de la 
formulación y del tiempo de exposición a microondas sobre el diámetro de expansión de pellets extruidos de 
maíz azul y frijol ayocote. 

Fuente de variación F (gl) Valor de p η² parcial 
Formulación 52.072 (6,168) <0.001 0.650 
Tiempo de exposición 124.683 (5,168) <0.001 0.788 
Formulación × Tiempo 1.757 (30,168) 0.014 0.239 
Ajuste del modelo — R² = 0.855 R² ajustado = 0.819 

Nota. El ANOVA de dos vías se realizó considerando como factores la formulación y el tiempo de exposición 
a microondas. Los valores corresponden al estadístico F, el valor de p y el tamaño del efecto (η² parcial) para 
cada fuente de variación. El ajuste global del modelo se expresa mediante el coeficiente de determinación (R²) 
y el R² ajustado. La prueba de Tukey (HSD) se realizó con un nivel de significancia de α = 0.05. 

Apéndice 11.3. Resultados del ANOVA de dos vías y prueba HSD de Tukey para la digestibilidad aparente in vitro de la 
materia seca (%) de formulaciones maíz y frijol (n = 3, media ± DE). 

Formulación 
Harinas crudas 
(Media ± DE) 

Harinas extruidas 
(Media ± DE) Grupo Tukey HSD* 

Media marginal 
(%) 

Maiz azul 48.21 ± 0.90 65.04 ± 0.42 5 56.62 
Frijol ayocote  38.85 ± 0.64 56.73 ± 0.48 1 47.79 
10% frijol 41.71 ± 1.21 64.42 ± 1.39 3 53.06 
20% frijol 42.18 ± 1.21 65.81 ± 1.12 4 53.99 
30% frijol 40.94 ± 1.54 63.95 ± 0.91 3 52.44 
40% frijol 39.61 ± 1.58 64.11 ± 0.75 2 51.86 
45% frijol 39.05 ± 0.92 63.75 ± 0.41 2 51.40 

ANOVA de dos vías (variable dependiente: digestibilidad aparente in vitro de la materia seca): 
• Formulación: F(6,28) = 40.38; p < 0.001; η² = 0.896.  
• Tratamiento (crudo × extruido): F(1,28) = 4693.88; p < 0.001; η² = 0.994.  
• Interacción formulación × tratamiento: F(6,28) = 14.31; p < 0.001; η² = 0.754.  
• Ajuste del modelo: R² = 0.994 (R² ajustado = 0.992) 

Apéndice 11.4. Resultados del ANOVA de dos vías y prueba HSD de Tukey para la digestibilidad proteica in vitro (%) 
de formulaciones maíz y frijol (n = 3, media ± DE). 

Formulación 
Harinas crudas 
(Media ± DE) 

Harinas extruidas 
(Media ± DE) 

Grupo Tukey 
HSD* 

Media marginal 
(%) 

Maiz azul 63.20 ± 1.09 52.86 ± 0.79 4 58.03 
Frijol ayocote  67.51 ± 0.36 47.66 ± 1.55 4 57.59 
10% frijol 54.99 ± 1.69 46.87 ± 1.37 1 50.93 
20% frijol 57.47 ± 1.18 48.27 ± 1.90 2 52.87 
30% frijol 56.97 ± 1.27 46.97 ± 1.75 2 51.97 
40% frijol 58.21 ± 1.60 48.74 ± 1.16 3 53.48 
45% frijol 58.02 ± 0.58 50.69 ± 0.65 3 54.36 

ANOVA de dos vías (variable dependiente: digestibilidad proteica in vitro): 
• Formulación: F(6,28) = 26.39; p < 0.001; η² = 0.850.  
• Tratamiento (crudo × extruido): F(1,28) = 708.57; p < 0.001; η² = 0.962.  
• Interacción formulación × tratamiento: F(6,28) = 15.89; p < 0.001; η² = 0.773.  
• Ajuste del modelo: R² = 0.972 (R² ajustado = 0.959). 
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Apéndice 11.5. Resultados del ANOVA de dos vías y prueba HSD de Tukey para la puntuación de aminoácidos corregida 
por digestibilidad proteica in vitro (IV-PDCAAS, %) de formulaciones maíz y frijol (n = 3, media ± DE). 

Formulación 
Harinas crudas 
(Media ± DE) 

Harinas extruidas 
(Media ± DE) Grupo Tukey HSD* 

Media marginal 
(%) 

Maiz azul 23.38 ± 0.40 20.09 ± 0.30 1 21.73 
Frijol ayocote  23.65 ± 0.73 20.15 ± 0.59 1 21.90 
10% frijol 28.16 ± 0.58 23.17 ± 0.91 2 25.66 
20% frijol 30.76 ± 0.68 24.42 ± 0.91 3 27.59 
30% frijol 33.76 ± 0.93 27.29 ± 0.65 4 30.53 
40% frijol 34.81 ± 0.35 29.40 ± 0.38 5 32.11 
45% frijol 45.91 ± 0.24 34.31 ± 1.12 6 40.11 

ANOVA de dos vías (variable dependiente: IV-PDCAAS): 
• Formulación: F(6,28) = 543.91; p < 0.001; η² = 0.991.  
• Tratamiento (crudo × extruido): F(1,28) = 806.15; p < 0.001; η² = 0.966.  
• Interacción formulación × tratamiento: F(6,28) = 25.32; p < 0.001; η² = 0.844.  
• Ajuste del modelo: R² = 0.993 (R² ajustado = 0.990).  

*Letras o números iguales indican ausencia de diferencias significativas entre tratamientos (prueba HSD de Tukey, α = 
0.05) 

Apéndice 11.6. Resultados del ANOVA de dos vías y de la prueba HSD de Tukey para el contenido de polifenoles en 
mezclas de maíz y frijol (mg EAG/g de peso seco, n = 3, media ± DE). 

Formulación 
Harinas crudas 
(Media ± DE) 

Harinas extruidas 
(Media ± DE) Grupo Tukey HSD* 

Media marginal 
(%) 

Maiz azul 4.63 ± 0.38 5.06 ± 0.20 1 4.85 
Frijol ayocote  6.95 ± 0.69 11.40 ± 0.22 4 9.18 
10% frijol 4.30 ± 0.84 6.52 ± 0.40 2 5.41 
20% frijol 5.48 ± 0.71 4.82 ± 0.18 1 5.15 
30% frijol 4.48 ± 0.77 5.50 ± 0.30 1 4.99 
40% frijol 4.67 ± 0.55 5.45 ± 0.21 1 5.06 
45% frijol 6.19 ± 0.51 6.09 ± 0.18 3 6.14 
Blanco enzimático** 19.42 ± 1.80 12.38 ± 0.12 – – 

ANOVA de dos vías (variable dependiente: contenido de polifenoles): 
• Formulación: F(6,28) = 57.67, p < 0.001, η² = 0.925  
• Tratamiento (harinas crudas vs. extruidas): F(1,28) = 57.56, p < 0.001, η² = 0.673  
• Interacción Formulación × Tratamiento: F(6,28) = 17.89, p < 0.001, η² = 0.793  
• Ajuste del modelo: R² = 0.948 (R² ajustado = 0.924)  

*Prueba HSD de Tukey (α = 0.05). Las formulaciones que comparten el mismo número no presentan diferencias 
significativas. 
**Nota: Los blancos enzimáticos (enzimas digestivas sin muestra) se utilizaron para corregir la absorbancia de fondo en 
el ensayo de Folin–Ciocalteu. Todos los valores reportados en esta tabla fueron corregidos con respecto al blanco y 
corresponden a los datos analizados mediante ANOVA de dos vías y la prueba HSD de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 



 

142 
 

Apéndice 11.7. Resultados del ANOVA de dos vías y de la prueba HSD de Tukey para la actividad antioxidante (ensayo 
DPPH) de mezclas de maíz y frijol (µmol ET/g de peso seco, n = 3, media ± DE). 

Formulación 
Harinas crudas 
(Media ± DE) 

Harinas extruidas 
(Media ± DE) 

Grupo Tukey 
HSD* 

Media marginal 
(%) 

Maiz azul 266.77 ± 1.01 267.36 ± 1.81 2 267.07 
Frijol ayocote  494.88 ± 0.53 448.75 ± 4.43 5 471.82 
10% frijol 259.89 ± 2.03 292.43 ± 3.41 3 276.16 
20% frijol 290.77 ± 3.57 296.69 ± 4.69 3 293.73 
30% frijol 288.43 ± 3.68 322.08 ± 4.59 4 305.26 
40% frijol 219.15 ± 2.24 307.25 ± 1.07 1 263.20 
45% frijol 264.11 ± 2.93 322.93 ± 4.48 4 293.52 
Blanco enzimático** 75.15 ± 5.17 64.91 ± 7.09 – – 

ANOVA de dos vías (variable dependiente: actividad antioxidante determinada mediante el ensayo DPPH): 
• Formulación: F(6,28) = 3099.07, p < 0.001, η² = 0.998  
• Tratamiento (harinas crudas vs. extruidas): F(1,28) = 626.13, p < 0.001, η² = 0.957  
• Interacción Formulación × Tratamiento: F(6,28) = 273.72, p < 0.001, η² = 0.983  
• Ajuste del modelo: R² = 0.999 (R² ajustado = 0.998)  

* Prueba HSD de Tukey (α = 0.05). Las formulaciones que comparten el mismo número no presentan diferencias 
significativas. 
**Nota: Los blancos enzimáticos (enzimas digestivas sin muestra) se utilizaron para corregir la actividad antioxidante 
intrínseca de las enzimas. Todos los valores reportados en esta tabla fueron corregidos respecto al blanco enzimático y 
corresponden a los datos analizados mediante ANOVA de dos vías y la prueba HSD de Tukey. 
 
Apéndice 11.8. Resultados del ANOVA de dos vías y la prueba HSD de Tukey para la actividad antioxidante (ensayo 
ABTS) de las mezclas maíz y frijol (µmol TE/g PS, n = 3, media ± DE). 

Formulación 
Harinas crudas 
(Media ± DE) 

Harinas extruidas 
(Media ± DE) 

Grupo Tukey 
HSD* 

Media 
marginal (%) 

Maiz azul 789.37 ± 12.54 719.12 ± 11.03 7 754.25 
Frijol ayocote  759.16 ± 9.49 724.15 ± 5.09 6 741.66 
10% frijol 743.28 ± 2.16 715.47 ± 9.06 5 729.37 
20% frijol 775.58 ± 4.11 659.50 ± 2.29 4 717.54 
30% frijol 767.52 ± 2.46 637.05 ± 15.03 1 702.29 
40% frijol 763.81 ± 7.20 662.99 ± 8.97 2 713.40 
45% frijol 760.21 ± 9.66 658.06 ± 5.58 3 709.13 
Blanco enzimático** 7.50 ± 0.01 4.84 ± 0.01 – – 

ANOVA de dos vías (variable dependiente: actividad antioxidante por ABTS): 
• Formulación: F(6,28) = 29.66, p < 0.001, η² = 0.864  
• Tratamiento (harina cruda vs. extruida): F(1,28) = 1026.21, p < 0.001, η² = 0.973  
• Interacción Formulación × Tratamiento: F(6,28) = 33.67, p < 0.001, η² = 0.878  
• Ajuste del modelo: R² = 0.980 (R² ajustado = 0.971)  

*Prueba HSD de Tukey (α = 0.05). Los grupos que comparten el mismo número no presentan diferencias significativas. 
**Nota: Los blancos enzimáticos (enzimas digestivas sin muestra) se utilizaron para corregir la actividad antioxidante 
intrínseca de las enzimas. Estos blancos se aplicaron para corregir todos los valores experimentales. Las medias 
presentadas en esta tabla ya representan valores corregidos por el blanco enzimático y fueron sometidas al análisis 
mediante ANOVA de dos vías y la prueba HSD de Tukey. 
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Apéndice 11.9. Resultados del ANOVA de dos vías y la prueba HSD de Tukey para el contenido de antocianinas de las 
mezclas maíz y frijol (mg/100 g PS, n = 3, media ± DE). 

Formulación 
Harinas crudas 
(Media ± DE) 

Harinas extruidas 
(Media ± DE) 

Grupo Tukey 
HSD* 

Media 
marginal (%) Formulación 

Maiz azul 1102.29 ± 45.26 104.60 ± 4.06 285.22 ± 4.68 e 497.37 
Frijol ayocote  66.25 ± 2.28 4.40 ± 0.40 50.76 ± 3.36 a 40.47 
10% frijol 490.92 ± 21.36 9.69 ± 0.53 73.72 ± 5.47 d 191.44 
20% frijol 132.11 ± 6.51 32.20 ± 1.81 56.90 ± 0.85 b 73.74 
30% frijol 136.30 ± 0.90 42.00 ± 0.60 61.44 ± 5.22 b 79.91 
40% frijol 496.62 ± 14.33 58.82 ± 1.38 50.00 ± 2.60 d 201.81 
45% frijol 382.91 ± 1.84 46.59 ± 0.84 49.09 ± 2.34 c 159.53 

ANOVA de dos vías (variable dependiente: antocianinas, mg/100 g PS): 
• Formulación: F(6,42) = 1554.26, p < 0.001, η² = 0.996  
• Tratamiento (harinas crudas vs. extruidas vs. expandidas): F(2,42) = 5795.24, p < 0.001, η² = 0.996  
• Interacción Formulación × Tratamiento: F(12,42) = 705.72, p < 0.001, η² = 0.995  
• Ajuste del modelo: R² = 0.999 (R² ajustado = 0.998)  

* Prueba HSD de Tukey (α = 0.05). Los grupos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas. 

Apéndice 11.10. Resultados del ANOVA de dos vías y de la prueba de Tukey HSD para el contenido de ácido fítico en 
mezclas de maíz y frijol (mg/g de peso seco, n = 3, media ± DE). 

Formulación 
Harinas crudas 
(Media ± DE) 

Harinas extruidas-expandidas 
(Media ± DE) 

Grupo Tukey 
HSD* 

Media marginal 
(mg/g PS) 

Maiz azul 2.53 ± 0.00 2.35 ± 0.10 a 2.44 
Frijol ayocote  2.62 ± 0.00 2.44 ± 0.07 ab 2.53 

10% frijol 2.71 ± 0.01 2.52 ± 0.04 bc 2.62 
20% frijol 2.80 ± 0.01 2.61 ± 0.02 cd 2.70 
30% frijol 2.89 ± 0.02 2.70 ± 0.01 de 2.79 
40% frijol 2.93 ± 0.02 2.74 ± 0.02 e 2.84 
45% frijol 3.43 ± 0.04 3.21 ± 0.18 f 3.32 

ANOVA de dos vías (variable dependiente: contenido de ácido fítico): 
• Formulación: F(6,28) = 127.76, p < 0.001, η² = 0.965  
• Tratamiento (harinas crudas vs. extruidas-expandidas): F(1,28) = 96.10, p < 0.001, η² = 0.774  
• Interacción Formulación × Tratamiento: F(6,28) = 0.051, p = 0.999, η² = 0.011  
• Ajuste del modelo: R² = 0.969 (R² ajustado = 0.954)  

* Prueba HSD de Tukey (α = 0.05). Las formulaciones que comparten al menos una letra no presentan diferencias 
significativas 

Nota: Los valores de ácido fítico se expresan como mg de ácido fítico/g de peso seco (PS). Las medias marginales 
corresponden a las medias estimadas obtenidas mediante el ANOVA de dos vías considerando ambos tratamientos de 
procesamiento. No se detectó una interacción significativa entre la formulación y el tratamiento, lo que indica que la 
extrusión-expansión produjo una reducción similar del contenido de ácido fítico en todas las formulaciones. 

  



 

144 
 

Apéndice 11.11. Preferencia del consumidor y respuestas posteriores a la información sobre la composición nutricional 
de las botanas elaboradas con maíz azul y Phaseolus coccineus (n = 81). 

Variable Categoría n % 

Muestra preferida 

Maíz azul (control) 45 55.6 
30% frijol 10 12.3 
40% frijol 18 22.2 
45% frijol 8 9.9 

Cambio de percepción después de conocer la información 

1 4 4.9 
2 3 3.7 
3 2 2.5 
4 17 21.0 
5 21 25.9 
6 24 29.6 
7 10 12.3 

Disposición a consumir el producto 

1 1 1.2 
2 4 4.9 
3 5 6.2 
4 13 16.0 
5 25 30.9 
6 20 24.7 
7 13 16.0 

Disposición a comprar el producto 

1 2 2.5 
2 3 3.7 
3 10 12.3 
4 12 14.8 
5 27 33.3 
6 15 18.5 
7 12 14.8 

La preferencia corresponde a la muestra seleccionada por cada consumidor al finalizar la prueba sensorial. Las preguntas 
sobre cambio de percepción, disposición a consumir y disposición a comprar se evaluaron mediante una escala ordinal de 
0 (muy negativa) a 6 (muy positiva), después de proporcionar información sobre la composición del producto. 
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  I E =       D  e    D  d


      A = (   A 510 −   A 700  )  p H 1 . 0 − (   A 510 −   A 700  )  p H 4 . 5  


      Antocianinas (mg C3GE/L) =   A × M W × D F × 1000  𝜀 × l  


    𝜒 2  ( 3 ) = 43 . 10


  p < 0 . 001


  p = 0 . 374


    𝜒 2  ( 2 ) = 2 . 63


  p = 0 . 268


  𝜌 = 0 . 886


  p < 0 . 001


  𝜌 = 0 . 330


  D =   w s   [  ( 𝜋 )    (   d 2 ) 2  ( l ) ]


  p = 0 . 003


  𝜌 = 0 . 368


  p < 0 . 001


  WAI (g/g) =   Peso del sedimento (g)  Peso inicial de la muestra seca (g)


  WSI (%) =   Peso del residuo seco del sobrenadante (g)  Peso inicial de la muestra seca (g) × 100


  AAS =   mg de amino  a ˊ cido en 1 g de prote  ı ˊ na de la muestra  mg de amino  a ˊ cido en el patr  o ˊ n de referencia


  E-PER = − 0 . 468 + 0 . 454 ( Leu ) − 0 . 105 ( Tyr )


  A-IVDMD (%) =     DM 0 −   DM  res    DM 0 × 100


  IVPD (%) =     P 0 −   P  res    P 0 × 100


  IV-PDCAAS (%) = IVPD (%) × AAS

