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RESUMEN

La incorporacion de materias primas con mayor aporte nutrimental constituye una alternativa para
diversificar la oferta de botanas y mejorar su composicion respecto a productos caracterizados por
una elevada densidad energética y limitado valor nutricional. En este trabajo se desarrollaron
botanas de tercera generacion a base de maiz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus
coccineus L.), con el proposito de evaluar la influencia de la formulacion y del procesamiento sobre
sus propiedades nutrimentales, tecnofuncionales y estructurales, asi como la aceptacion sensorial

de las formulaciones seleccionadas.

Se formularon mezclas con niveles de incorporacion de frijol ayocote entre 10 y 45%, a partir de
las cuales se obtuvieron pellets por extrusion que posteriormente fueron expandidos mediante
microondas. La caracterizacion incluyd propiedades fisicas y tecnofuncionales, composicion
proximal, perfil de aminodcidos, digestibilidad in vitro e indicadores de calidad proteica, ademas
de compuestos fendlicos, antocianinas, acido fitico y capacidad antioxidante in vitro. Las
modificaciones estructurales se analizaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM),
difraccion de rayos X (XRD), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR)
y electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La aceptacion

de las formulaciones seleccionadas se determin6 mediante una prueba sensorial con consumidores.

La incorporacion de frijol ayocote aumentd el contenido de proteina, fibra dietética, lisina y el
puntaje de aminodcidos. La extrusion favorecid la digestibilidad aparente in vifro de la materia
seca, pero redujo la digestibilidad proteica y el puntaje de aminoacidos corregido por digestibilidad
proteica in vitro. En la fase intestinal recuperada, la capacidad antioxidante mostrd respuestas
dependientes del método, mientras que las antocianinas, determinadas directamente en las
muestras, disminuyeron con la extrusion y aumentaron parcialmente después de la expansion por
microondas. Los analisis estructurales evidenciaron modificaciones en la organizacion de la matriz
a diferentes niveles. En conjunto, la formulacion y el procesamiento condicionaron las propiedades
nutrimentales, tecnofuncionales, estructurales y de digestibilidad. Las formulaciones seleccionadas
con 30-45% de frijol mantuvieron una aceptacion sensorial favorable, demostrando la factibilidad

tecnologica de incorporar ayocote en botanas de tercera generacion a base de maiz azul.



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.



I. INTRODUCCION

Las enfermedades cronicas no transmisibles constituyen un desafio relevante para la salud publica
mundial y su creciente prevalencia se relaciona, entre multiples factores, con patrones de
alimentacion que incluyen un consumo elevado de productos ultraprocesados y energéticamente
densos. Dentro de esta categoria, las botanas han adquirido una presencia importante en la dieta
debido a factores como su accesibilidad, practicidad y aceptacion. No obstante, muchos de estos
productos se caracterizan por un elevado aporte de grasas y carbohidratos refinados, acompafiado
de cantidades limitadas de proteina y fibra dietética. Este panorama ha favorecido el interés por
desarrollar botanas con una composicion nutrimental mejorada mediante la incorporacion de
materias primas que aporten componentes de interés nutricional (Instituto Nacional de Salud

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

En este contexto, la extrusion se ha establecido como una tecnologia versatil para la elaboracion
de botanas debido a su alta productividad, bajo consumo de aceite y capacidad para modificar las
propiedades fisicoquimicas de los ingredientes. Particularmente, las botanas de tercera generacion
constituyen una alternativa de interés, ya que permiten incorporar ingredientes funcionales y
utilizar métodos de expansion, como el calentamiento por microondas, para obtener productos con
mejores caracteristicas nutrimentales y tecnoldgicas respecto a las botanas fritas convencionales

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

El maiz azul (Zea mays L.) destaca entre los maices 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 fenolicos, entre los que sobresalen las antocianinas por
su capacidad antioxidante. Sin embargo, como ocurre con otros cereales, su proteina presenta un
contenido limitado de lisina, aminoécido esencial que condiciona su calidad nutrimental cuando el
maiz constituye la Unica fuente proteica de la formulacion (Fideicomisos Instituidos en Relacion

con la Agricultura [FIRA], 2024; Sanchez-Madrigal et al., 2014).

La incorporacion 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 proteina, fibra
dietética y lisina. Su combinacion con cereales favorece un perfil de aminoacidos mas equilibrado

debido a la complementariedad entre ambas fuentes proteicas. No obstante, la inclusion de harinas
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de leguminosas puede modificar el comportamiento de la matriz durante el procesamiento y, en
consecuencia, propiedades como la expansion, textura y digestibilidad, ademas de la conservacion
de algunos de sus componentes y la aceptacion sensorial del producto extruido (Aquino-Bolafios

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
incorporacion de leguminosas y su procesamiento. Aunque se han estudiado productos extruidos
elaborados con cereales y diferentes leguminosas, existe informacion limitada sobre botanas de
tercera generacion que combinen maiz azul y frijol ayocote y sobre los cambios nutrimentales,
tecnofuncionales y estructurales asociados con su procesamiento y posterior expansion por
microondas (Schmidt y Oliveira, 2023; Shevkani et al., 2019). Por ello, este estudio tuvo como
objetivo desarrollar botanas de tercera generacion elaboradas con maiz azul (Zea mays L.) y frijol
ayocote (Phaseolus coccineus L.), y evaluar la influencia de la formulacion y del procesamiento
sobre sus propiedades nutrimentales, tecnofuncionales y estructurales, asi como la aceptacion

sensorial de las formulaciones seleccionadas.



II. ANTECEDENTES

2.1 Botanas como productos alimenticios de conveniencia

El ntimero, tamafio y composicion de los momentos de comida por dia varian 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 alimentacion del dia, incluyendo el desayuno por la mafana, 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 especificos, el término botana se refiere a otros momentos de alimentacion
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) defini6 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 extrusion y el tostado, con la posibilidad de incorporar sal, otros

ingredientes y aditivos alimentarios.

Las botanas son porciones pequenas de alimentos simples, convenientes y faciles 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 cuanto se debe consumir. Esto lleva a que los consumidores a menudo tomen malas
decisiones en términos de nutricion, 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 contemporaneos. En Estados
Unidos, un analisis de las encuestas nacionales de consumo alimentario mostrd que la prevalencia
del consumo de botanas entre adultos aumento6 del 71 % durante 1977-1978 al 97 % en el periodo

2003-2006, lo que refleja la creciente incorporacion de estos alimentos en los patrones dietéticos



de la poblacion. Asimismo, la frecuencia promedio de consumo se incrementd de 1.26 a 2.23
ocasiones por dia, mientras que la contribucion energética de estos alimentos a la ingesta total
aument6 de 18 % a 24 % (Vatanparast et al. 2019). Estimaciones mas 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 dia determinado, y cerca del 78 % reportan
dos o0 mas ocasiones de consumo diario, mientras que entre nifios 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 ultimos afos.
En 2013 se estim6 una ingesta de 4 kg per capita; ademas, estos productos estaban presentes en el
99.7% de los hogares y cerca de la mitad de los consumidores los adquiria mas de 4.2 veces por
semana (Procuraduria Federal del Consumidor [PROFECO] 2013). Para 2020, el consumo per
capita alcanz6 4.7 kg, reflejando un aumento en la demanda nacional pese al incremento en los
precios registrado durante ese periodo (Aguilar 2021). Estimaciones posteriores sitlian el consumo
de botanas saladas en aproximadamente 10.9 kg per cépita para 2025 y sefialan a los productos
elaborados a base de maiz entre los de mayor preferencia, con una participacion cercana al 58%

(Statista Market Forecast, 2025).

2.1.1.1 Implicaciones metabolicas del consumo de botanas convencionales

Las botanas de elevada densidad energética pueden contribuir a aumentar la ingesta diaria de
energia cuando se consumen con frecuencia y formar parte de patrones alimentarios relacionados
con enfermedades crdonicas no transmisibles. En México, el exceso de peso continia siendo un
problema relevante de salud publica: la ENSANUT Continua 2023 registr6 una prevalencia de
76.2% entre los adultos. Paralelamente, el consumo habitual de botanas, dulces y postres
permanece presente en la alimentacion de nifios 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 caracteristicas, dentro de patrones
dietéticos de baja calidad, se ha relacionado con alteraciones metabolicas y procesos como la

inflamacion cronica de bajo grado y el estrés oxidativo, asociados a distintas enfermedades cronicas



no transmisibles (Di Domenico etal., 2019; Y. Zhou etal., 2021). Ante este panorama, la
reformulacion de botanas mediante materias primas con mayor aporte nutrimental constituye una

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

2.2 Extrusion como tecnologia de transformacion de matrices alimentarias

La extrusion se consolid6 durante el siglo XX como una tecnologia relevante para el procesamiento
de alimentos. Durante este proceso, la matriz alimentaria es sometida simultaneamente a
condiciones controladas de temperatura, presion y fuerzas de cizallamiento, para posteriormente
atravesar una matriz que determina la geometria del producto. Una de sus principales ventajas es
la integracion de distintas operaciones en un mismo sistema, entre ellas mezclado,
homogeneizacion, coccion, gelatinizacion, deshidratacion, expansion y conformacion del alimento

(Bouvier y Campanella, 2014).

Durante la coccion por extrusion, la matriz alimentaria se somete durante periodos cortos a un
tratamiento termomecéanico en el que actan simultineamente temperatura, presion y
cizallamiento. Estas condiciones modifican sus componentes y pueden provocar gelatinizacion del
almidon, desnaturalizacion proteica e inactivacidn enzimadtica, 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,

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

2.2.1 Parametros del sistema de extrusion

El proceso de coccion por extrusion transforma la materia prima en una masa caliente y fluida,
cuyas propiedades fisicas y estructurales contintian modificandose 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 transformacion de las materias primas
tiene un rango Optimo para la mayoria de los tipos de productos. La extrusion se puede considerar
como un sistema de multiples entradas y multiples salidas (Figura 1). Varios pardmetros de
procesamiento de extrusion se pueden clasificar ampliamente en tres categorias: pardmetros
independientes (pardmetros de entrada), paradmetros del sistema (parametros dependientes) y

propiedades del producto (parametros de salida) (Guy, 2016).
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Figura 1. Esquema simplificado del proceso de extrusion y su sistema de multiples entradas y multiples salidas.
Fuente: adaptado de Gu ef al. (2017).

2.2.2 Parametros independientes

Los parametros de entrada son los pardmetros sobre los que el operador de la extrusora tiene control
directo. Estos incluyen las propiedades de la materia prima (ingrediente) y los parametros de la
operacion de extrusion, como la velocidad de alimentacion, las temperaturas del cilindro, las
configuraciones del tornillo, las velocidades del tornillo, las dimensiones del troquel y otros. Al
modificar los parametros independientes, el operador puede lograr cambios en los pardmetros del

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

2.2.3 Parametros del sistema

Los parametros dependientes son aquellos sobre los que el operador de la extrusora no tiene control
directo, pero el operador puede influir en ellos cambiando los parametros independientes. El tiempo
de residencia medio, la distribucion del tiempo de residencia, la contrapresion, el par motor y la
energia mecanica especifica que se aplica al material son los parametros del sistema que se pueden
medir. Estos afectan las propiedades del producto final, pero solo pueden modificarse

indirectamente variando los parametros independientes (Gu et al. 2017).



2.2.4 Parametros de salida

Las propiedades del producto son parametros que ayudan a describir la calidad final del producto
extruido. Esto puede incluir propiedades fisicas (relacion de expansion, densidad, etc.),
propiedades quimicas (absorcion de agua y solubilidad, etc.) y propiedades sensoriales (crujiente,
crocante, textura, etc.). Describir el proceso de extrusion con el sistema multiples entradas y
multiples salidas ayuda a controlar el proceso de extrusion para fabricar productos alimenticios de

manera uniforme (Moscicki, 2016).

2.3 Botanas extruidas

La versatilidad de la extrusion permite obtener diversos alimentos, entre ellos botanas, cereales
para desayuno, pastas, fideos y productos de proteina vegetal texturizada. En particular, la
formulacion de productos extruidos con ingredientes de mayor aporte nutrimental ha adquirido
interés como estrategia para modificar su composicion. Para este proposito se han incorporado
materias primas ricas en proteina y fibra, como leguminosas y otras fuentes vegetales, asi como
diferentes harinas, frutas y hortalizas, tanto en productos terminados como en mezclas destinadas

a procesos posteriores (Kosovi¢ et al. 2016).

La elaboracion de botanas extruidas implica el transporte, la mezcla y la compresion de alimentos
himedos para formar masas que pueden extruirse como varillas simples o, en el caso de la pasta,
como formas bien definidas. La base de esta tecnologia es el sistema de tornillo, confinado dentro
de un barril que transporta la masa hacia pequenas 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
coccion por extrusion, una materia prima de polvos himedos también se transporta, mezcla y

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

2.3.1 Clasificacion segun el proceso de elaboracion

Las botanas pueden clasificarse de acuerdo con su proceso de elaboracion en distintas
generaciones. Las botanas de primera generacion corresponden a productos obtenidos a partir de
materias primas naturales con procesamiento minimo, como palomitas de maiz, nueces o frutos
secos. En contraste, la mayoria de las botanas comerciales actuales pertenecen a las botanas de
segunda generacion, las cuales se obtienen principalmente mediante procesos de extrusion directa
que generan productos expandidos listos para su consumo después de etapas posteriores de secado
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y sazonado. Una categoria mas avanzada corresponde a las botanas de tercera generacion, también
conocidas como pellets, que se producen inicialmente como productos intermedios de alta densidad
mediante extrusion. Estos pellets requieren un proceso adicional de expansion, 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 logisticas
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 generacion

En la elaboracion de botanas de tercera generacion, la extrusion se utiliza para producir pellets
densos y estables que funcionan como intermediarios antes de la etapa de expansion. Las
condiciones termomecanicas del proceso generan modificaciones en los componentes de la matriz
alimentaria que pueden alterar la digestibilidad del almidon y las proteinas, la solubilidad de
algunas fracciones de fibra y el contenido o actividad de determinados factores antinutricionales y

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

Las botanas de tercera generacion 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
coccidon por extrusion 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 expansion, los productos se
condimentan con varios tipos de especias y también se pueden saborizar antes de la expansion y
ofrecerse como granulos. Las botanas de tercera generacion han cobrado interés debido a que se
son faciles de empaquetar y transportar y se pueden conservar por mas tiempo que otras botanas.
Estas botanas en granulos 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 expansion y propiedades tecno funcionales

Entre los diferentes métodos de expansion utilizados para pellets de tercera generacion, la fritura
ha sido historicamente el mas empleado debido a su capacidad para generar una rapida expansion
y una textura crujiente caracteristica del producto final. Sin embargo, en afios recientes se han

explorado alternativas como el horneado, el aire caliente y la expansién 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-Suarez et al., 2024).

Entre los métodos empleados para expandir pellets, el calentamiento por microondas constituye
una alternativa basada en la generacion rapida de calor dentro de la matriz. La absorcion de energia
por el agua presente en el producto favorece su vaporizacion y el incremento de la presion interna,
lo que promueve la expansion 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 exposicion pueden modificar el grado de

expansion, la densidad aparente y las caracteristicas texturales del producto obtenido.

El indice de absorcion de agua (WAI) y el indice de solubilidad en agua (WSI) son parametros
utilizados para caracterizar el comportamiento de hidratacion de productos extruidos. E1 WAI
refleja la capacidad de la matriz para retener agua, mientras que el WSI se relaciona con la
proporcion de componentes solubles liberados al medio. Ambos parametros pueden modificarse
como consecuencia de transformaciones ocurridas durante el procesamiento, entre ellas la
gelatinizacion y fragmentacion del almidon y los cambios en las proteinas, y contribuyen a

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

La microestructura desarrollada durante la expansion se relaciona con el comportamiento
tecnofuncional de los productos extruidos. Aspectos como el tamafio, la distribucion y la
uniformidad de las celdas pueden repercutir en propiedades fisicas como la densidad y la textura,
asi como en la interaccion de la matriz con el agua. De esta manera, las caracteristicas 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 tipicas para botanas de tercera generacion

En su formulacion se puede agregar y enriquecer con diferentes tipos de proteinas, como carne
(camarones frescos, pollo, ternera), productos lacteos (s6lidos lacteos, queso, yogur) y proteinas
de leguminosas (soya, frijol, chicharo, haba) (Tabla 1). Se pueden emplear cantidades de hasta un
30-35% y aun asi mantener la alta calidad del producto final. La harina de maiz azul también puede
ser utilizada en la elaboracion de estas botanas, con caracteristicas fisicoquimicas de alta calidad,
con los potenciales beneficios para la salud derivados de sus caracteristicas nutrimentales
(Kantrong et al., 2022; Panak Balentic et al., 2018).
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Tabla 1. Formulaciones tipicas para botanas de tercera generacion
Objetivo tecnolégico  Formulacién base Composicion (% p/p)
92% maiz molido
5% almidon de maiz
0.5 % de monoglicérido
2.5% manteca liquida
94.5% harina de maiz o trigo
Formulacion 2 5% almidon de maiz o trigo
0.5 % de monoglicérido
55% almidén de maiz
30% almidon de trigo
14% almidén de tapioca
lecitina desaceitada al 1%
56% harina de maiz
27,5% almidén de trigo
14% almidon de tapioca
2.5 aceite vegetal
7% harina de trigo
9% harina de arroz
Formulacion 3 80% harina de tapioca
13% aceite vegetal
1% sal

Formulacion 1
Textura duray
crujiente

Formulacion 1

Textura suave y Formulacion 2
esponjosa

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 maiz, trigo y arroz. Dependiendo de su calidad, el material debe ser molido y pesado
correctamente, de acuerdo con la formulacion, 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 elaboracion 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 generacion de buena calidad. Para la formulacién de nuevas recetas se debe contemplar que
actualmente los consumidores se preocupan mas por su salud, en consecuencia, se ha incrementado
el interés hacia alimentos mas naturales, organicos y producidos a partir de fuentes de materias

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

2.4.1 Maiz azul (Zea mays)

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

de mayor importancia en la produccion agricola mundial. Durante 2024 se obtuvieron
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aproximadamente 1.22 mil millones de toneladas, volumen que lo situé como el cereal con mayor
produccion global. Su importancia también se extiende a la industria alimentaria, donde el grano
se emplea directamente o como materia prima para la obtenciéon de productos como harina,

almidon, jarabes y aceite (FAO, 2025).

El maiz fue domesticado en México a partir del teocintle silvestre anual (Zea mays subsp.
parviglumis) hace alrededor de 9000 afios. El proceso de domesticacion implico la adaptacion del
maiz desde su origen tropical a las condiciones ambientales templadas y diversas, sufriendo una
importante transformacion morfoldgica en la planta y la arquitectura de la inflorescencia (Galvez

Ranilla, 2020).

El maiz ocupa un lugar central en la alimentacion y cultura de México, ademas de constituir uno
de los cultivos de mayor relevancia para el pais. En 2023, su consumo alcanzé aproximadamente
133.6 kg por habitante al afio, cifra que ubicé a México como el mayor consumidor per capita a
nivel mundial. El territorio mexicano también forma parte del centro de origen y diversificacion de
esta especie y alberga alrededor de 59 razas nativas. Dentro de esta diversidad se encuentra el maiz
azul, cuyos granos se distinguen por la presencia de compuestos fendlicos, principalmente
antocianinas, que contribuyen a su capacidad antioxidante y aumentan su interés como materia
prima para el desarrollo de productos alimenticios (Fideicomisos Instituidos en Relacién con la

Agricultura [FIRA], 2024; Sanchez-Madrigal et al., 2014).

2.4.1.1 Contenido nutrimental

El maiz contiene principalmente carbohidratos, proteinas lipidos y fibra dietética. El endospermo
concentra principalmente almidon y proteinas, mientras que el germen presenta una mayor
proporcion de lipidos y el pericarpio constituye la principal fraccion fibrosa del grano. Aunque el
almidon y las proteinas son los principales compuestos de los granos de maiz, en variedades
pigmentadas se han encontrado otras sustancias producidas por el metabolismo secundario, como

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

La composicion quimica del maiz varia en funcion 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 coloracion de los granos, que comprende variedades blancas, amarillas, rojas,
moradas y azules. Estas tonalidades estan relacionadas con la presencia y distribucion 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, purpuras y azules de los tejidos vegetales (Kuhnen
et al. 2011).

Tabla 2. Composicion nutrimental de genotipos de maiz nativo (Zea mays) de México

Componente Variedad
(2/100g) Amarillo Azul Chalaquefio 1 chataquefio duro Azul
suave Tarahumara

Humedad 9.67 - - 10.99
Cenizas 1.00 1.5 1.5 1.20
Proteina 12.12 8.9 10.8 6.42
Lipidos 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; Rodriguez-Salinas et al. (2020).

2.4.1.1.1 Antocianinas del maiz azul

Los maices pigmentados se caracterizan por un contenido elevado de metabolitos fenolicos,
particularmente antocianinas, aunque su concentracion y perfil dependen del genotipo y de la
fraccion del grano analizada. Ademas de las antocianinas, se han identificado flavonoides y acidos
fenolicos que contribuyen a la capacidad antioxidante de estas matrices (Navarro Cortez et al.

2016).

La produccion de maiz azul en México se extiende a estados como Campeche, Chiapas, Jalisco,
Chihuahua, Guerrero, Puebla y Michoacan, mientras que el Estado de México sobresale con una
produccion aproximada de 200 mil toneladas anuales (Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias, 2020). Ademas de su empleo en alimentos tradicionales, los
granos de maiz azul contienen antocianinas, carotenoides y otros compuestos fenolicos (Tabla 3).
La presencia de estos componentes influye en la capacidad antioxidante de los maices pigmentados,
que puede ser superior a la registrada en materiales no pigmentados (Harakotr et al. 2014).

Tabla 3. Contenido de antocianinas y compuestos fendlicos de genotipos de maiz nativo (Zea
mays) de México

Compuestos fenélicos Variedad
(mg/100g) 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

*Concentracion expresada en mg de cianidina-3-glucosido/100 g de muestra. **Concentracion expresada en mg de
acido galico/100 g de muestra. Fuente: Lopez-Martinez et al. (2009).
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El color azul del maiz 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 basico y se
ven afectadas por las altas temperaturas durante el procesamiento (Sanchez-Madrigal et al., 2014).
El color de estos compuestos depende del nimero y posicion 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-Calderdn 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 comun, (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

caracteristicas consecuencia de su aislamiento reproductivo y geografico (Sinkovic¢ et al. 2019).

El frijol ocupa un lugar relevante en la alimentacion tradicional de México y contribuye al aporte
de proteina vegetal y fibra dietética, ademas de contener diversos componentes de interés
nutrimental. A pesar de su importancia, su consumo ha disminuido durante las tltimas décadas,
pasando de valores superiores a 15 kg per capita al afio a aproximadamente 8 kg anuales. México
alberga, ademas, una amplia diversidad de especies y variedades nativas del género Phaseolus; sin
embargo, solo una proporcion reducida se comercializa de manera extensiva. Esta diversidad
constituye una oportunidad para estudiar y aprovechar materiales nativos con caracteristicas

nutrimentales y tecnologicas 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-Loépez et al. 2019). El frijol ayocote es una especie perenne que puede vivir hasta 10
anos, 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 poblacion mundial el género Phaseolus es considerado parte importante de la
dieta habitual, debido a que es una fuente considerable de proteina, carbohidratos complejos y fibra
(Tabla 4). A nivel mundial, la produccion de frijol seco supera 30 millones de toneladas anuales,
con una superficie de cosecha cercana a 36 millones de hectareas, lo que refleja la importancia de

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

El frijol ayocote constituye una fuente de proteina vegetal, fibra dietética, vitaminas y minerales
como hierro, potasio, magnesio y zinc. Su perfil de aminoacidos puede complementar al de los
cereales, particularmente por su aporte de aminodcidos esenciales que se encuentran en
proporciones limitadas en estas matrices. Asimismo, contiene diversos compuestos fendlicos, entre
ellos 4cidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, flavonoides y lignanos, cuya presencia

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

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

Componente Especie
(g/100g) P. coccineus P. lunatus P. vulgaris
Humedad 11.20 9.62 10.16
Cenizas 4.27 3.48 3.78
Lipidos 1.87 1.60 2.22
Proteina 17.28 19.68 20.48
Carbohidratos 65.39 65.62 62.57
Fibra 4.18 5.21 5.02
Energia 424.54 445.98 444,78

Fuente: Alcazar-Valle et al. (2020).

Se ha demostrado que en algunas especies de frijol comun (P. vulgaris) y variedades de P. coccineus
y P. lunatus, los componentes fenolicos (Tabla 5) tienen capacidad antioxidante. Ademas, existe
evidencia de que las especies nativas de frijol son esenciales porque contienen importantes
componentes nutricionales para la seguridad y suplementacion alimentaria; por ejemplo, el
contenido de aminodcidos libres predominantes en los frijoles son la arginina, el acido aspartico,
la asparagina, el acido glutdmico y la leucina. Estos, desempefian un papel clave en funciones
estructurales como fisioldgicas y son importantes precursores de metabolitos. Ademas, pocas
cantidades de aminoécidos libres como triptdéfano, fenilalanina, isoleucina o prolina pueden actuar

como antioxidantes (Alcazar-Valle et al., 2021; Aquino-Bolaios et al., 2021).
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Tabla S. Contenido de compuestos fendlicos, antocianinas y capacidad antioxidante in vitro
de semillas secas y crudas de especies Phaseolus

s Especie
Determinacion - -
P. coccineus P. vulgaris

Cascara de la semilla

Compuestos fenolicos totales! 152.4 81.7

Flavonoides? 22.0 10.6

Antocianinas® 0.15 5.12

Actividad antioxidante® 1169.4 874.2
Cotiledones

Compuestos fendlicos totales! 2.41 1.86

Flavonoides? 0.30 0.30

Capacidad antioxidante* 8.11 7.41

'mg equivalentes de 4cido galico por gramo de muestra seca; “mg equivalentes de catequina por gramo de
muestra seca; ‘mg de cianidina-3-glucésido por gramo de muestra seca; “micromoles de equivalentes de
Trolox por gramo de muestra seca. Fuente: Capistran-Carabarin et al. (2019).

La incorporacion de derivados de frijol en productos elaborados con cereales ha sido evaluada
como una estrategia para modificar su composicion nutrimental. Mariscal-Moreno et al. (2021)
estudiaron la adicion de 10 y 20% de harina de frijol en pan y observaron un mayor aporte de
minerales, fibra y otros nutrimentos, manteniendo caracteristicas de digestibilidad y aceptacion
sensorial adecuadas en niveles de incorporacion inferiores al 20%. Por su parte, Sanchez-Villa et
al. (2020) emplearon aislados proteicos de frijol ayocote en tortillas de maiz nixtamalizado y
reportaron una mejora en su composicion nutrimental sin cambios significativos en las propiedades

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

A pesar de su valor nutrimental y de su adaptacién a sistemas tradicionales de cultivo, el
aprovechamiento comercial del frijol ayocote continua siendo limitado. En este contexto, su
incorporacién 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 utilizacion de nutrimentos al afectar la digestibilidad de proteinas y carbohidratos o limitar la
disponibilidad de algunos minerales (Thakur et al., 2019). Las leguminosas del género Phaseolus,
ademas de su aporte nutrimental, contienen compuestos clasificados como antinutricionales, entre

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

y Melzig, 2016).

No obstante, la clasificacion de estos compuestos como factores antinutricionales no excluye que
algunos presenten otras propiedades de interés, cuya relevancia depende de su naturaleza y
concentracion (Sanchez-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 (Alcazar-Valle et al., 2020).

4 ) 4
Lectinas, aglutininas
ompuestos a base de L ’ ’
¢ p111) roteinas d inhibidores de proteasa y
Categorias de peptidos biactivos
compuestos \ / \
antinutricionales en s ) s . . -
leguminosas Compuestos no Alacaloides, ac1dq fitico,
basados en compuestos fendlicos
, taninos), oligosacaridos
t g y
\ proteinas ) \ saponinas

Figura 2. Categorias de los compuestos antinutricionales en leguminosas.

Entre los factores antinutricionales presentes en los frijoles destacan los inhibidores de tripsina, el
acido fitico y los a-galacto-oligosacaridos. Los primeros reducen la actividad de la tripsina y
pueden limitar la hidrdlisis de las proteinas durante la digestion. El acido fitico, por su capacidad
para interactuar con minerales como hierro, zinc, calcio y magnesio, puede disminuir su
disponibilidad para la absorcion. En contraste, los a-galacto-oligosacaridos no son digeridos en el
intestino delgado debido a la ausencia de a-galactosidasa en el organismo humano y alcanzan el
colon, donde su fermentacion por la microbiota puede ocasionar produccion de gases y distension
abdominal (Njoumi et al., 2019). Para disminuir los efectos antinutricionales de estos componentes
se han empleado tratamientos como remojo, coccion, fermentacion, germinacion y extrusion, cuya
eficacia depende de la naturaleza del compuesto y de las condiciones de procesamiento (Mojica

etal., 2017).
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2.5 Propiedades tecnofuncionales, estructurales y potencial bioactivo en sistemas cereal con

leguminosa extruidos

Durante el procesamiento por extrusion, las condiciones de alta temperatura, presion y
cizallamiento generan modificaciones importantes en la matriz alimentaria, incluyendo cambios en
la organizacion del almidon, las proteinas 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 relacion entre procesamiento, estructura y composicion del producto final (Osuna-

Gallardo et al., 2023).

Estas modificaciones estructurales no solo dependen de las condiciones de procesamiento, sino
también de la interaccion entre los principales componentes de la matriz, particularmente almidon
y proteinas, los cuales forman una red tridimensional durante la extrusion. Esta red estructural
desempena un papel determinante en la retencion de agua, la formacion de estructuras celulares y
la estabilidad del producto, lo que impacta directamente propiedades como la expansion, la textura
y la digestibilidad. En este sentido, la microestructura del alimento se considera un factor clave
para comprender la relacion entre el procesamiento y la funcionalidad del producto final, por lo
que su evaluacion mediante técnicas instrumentales permite interpretar de manera integral los

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

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

La combinacion 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 aminoacidos azufrados,
principalmente metionina y cisteina. Debido a esta complementariedad, la incorporacion de harinas
de leguminosas en matrices a base de cereales puede favorecer un perfil de aminoacidos esenciales
mas equilibrado y mejorar la calidad nutrimental de la proteina respecto de formulaciones

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

La incorporacion de leguminosas no solo modifica el aporte proteico de una formulacion, sino
también el comportamiento de la matriz durante el procesamiento. Las interacciones entre
proteinas, almidon y otros constituyentes pueden repercutir en la organizacioén estructural del

producto, sus propiedades tecnofuncionales y la digestibilidad de las proteinas. Por ello, los efectos

19



derivados de la combinacion cereal-leguminosa deben analizarse considerando tanto la proporcion
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 organizacion estructural

Las propiedades fisicas y tecnofuncionales de las botanas extruidas estdn estrechamente
relacionadas con las transformaciones estructurales que experimentan sus principales biopolimeros
durante el procesamiento. La combinacion de temperatura, humedad, presion y esfuerzo de corte
durante la extrusion puede provocar gelatinizacion y pérdida de la organizacion granular del
almidon, asi como modificaciones conformacionales y agregacion de proteinas. Posteriormente,
durante la expansion, la generacion y liberacion de vapor favorece la formacion de una estructura
celular cuya distribucidn, tamafo y continuidad influyen sobre propiedades macroscopicas como
expansion, densidad y textura. En matrices cereal y leguminosa, estas transformaciones pueden ser
particularmente complejas debido a la interaccion entre almidon, proteinas, fibra y lipidos, cuya
proporcion modifica la continuidad y capacidad de deformacion de la matriz (Aguilar-Palazuelos

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

La microscopia electronica de barrido (SEM) permite examinar estas modificaciones a escala
morfoldgica, incluyendo la pérdida de integridad de los granulos de almidon, la formacion de una
matriz continua después de la extrusion y las caracteristicas de las estructuras generadas durante la
expansion. En botanas de tercera generacion, la microestructura resultante depende tanto de las
condiciones de procesamiento como de la composicion de la formulacion, ya que la incorporacion
de proteinas y fibra puede modificar la formacion y estabilidad de las celdas y, consecuentemente,
las propiedades fisicas del producto (Neder-Sudrez et al., 2024; Osuna-Gallardo et al., 2023). Por
ello, el andlisis microestructural proporciona un vinculo entre las transformaciones inducidas

durante el procesamiento y propiedades tecnologicas como expansion, densidad y textura.

Sin embargo, las modificaciones morfologicas observadas mediante SEM representan solamente
uno de los niveles de organizacion de la matriz. La difraccion de rayos X (XRD) permite evaluar
el orden cristalino de largo alcance, particularmente de la fraccion amilacea. Los almidones de
cereales presentan comunmente un patron cristalino tipo A, cuya organizacion puede disminuir

durante la extrusiéon como consecuencia de la gelatinizacion y desestructuracion 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 fendémenos de
reorganizacion molecular y formacién de nuevos arreglos, incluidos complejos amilosa y lipido
asociados con estructuras cristalinas tipo V (Aguilar-Palazuelos et al., 2006; Navarro Cortez et al.,
2016; Neder-Suarez et al., 2021). En sistemas elaborados con maiz azul y frijol, se han observado
disminuciones de las reflexiones caracteristicas del almidon nativo y aparicion o modificacion de
sefales relacionadas con estos procesos de reorganizacion después del procesamiento (Neder-

Suérez et al., 2021).

La espectroscopia 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 vibracion. En sistemas
constituidos principalmente por almidon y proteinas, las regiones correspondientes a O—H/N-H,
Amida [ y Amida II, asi como el intervalo de 1200-900 cm™ asociado con polisacéridos, pueden
reflejar modificaciones en estos biopolimeros. Dentro de esta ultima region, las bandas cercanas a
1047, 1022 y 995 cm™ se han empleado para evaluar la organizacion de corto alcance del almidon,
mientras que Amida I aporta informacion relacionada con el entorno conformacional de las
proteinas (Hong et al., 2021; Usoltsev et al., 2019). En matrices cereal-leguminosa, las variaciones
en la formulacion y las transformaciones inducidas por el procesamiento pueden alterar la
organizacion molecular del almidon y las proteinas, asi como las interacciones entre ambos

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

La integracion de estas técnicas permite relacionar las transformaciones estructurales inducidas por
la extrusiéon y la expansion con las propiedades tecnofuncionales de las botanas de tercera
generacion, particularmente en formulaciones cereal y leguminosa cuya composicion 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 quimicas y por su posible interaccion con
procesos bioldgicos. Entre ellos se encuentran compuestos fenolicos 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 digestion, factores que condicionan su disponibilidad y sus propiedades in vitro
(Le etal. 2020). En este contexto, la caracterizacion de estos componentes constituye una
herramienta para estudiar el efecto de la formulacion y del procesamiento en el desarrollo de

nuevos productos alimenticios (Cazarin et al. 2022).

La pigmentacion de diversos alimentos vegetales se relaciona con la presencia de compuestos
fenolicos, entre los que destacan las antocianinas por su contribucién al color y sus propiedades
antioxidantes (Nouri ef al. 2016). En frijoles pigmentados se han identificado distintos perfiles de
antocianinas segun la variedad. Los frijoles negros contienen principalmente 3-O-glucosidos de
delfinidina, petunidina y malvidina, ademas de haberse reportado malvidina-3,5-diglucésido. En
frijoles pintos se han identificado cianidina-3-O-glucésido, pelargonidina-3-O-glucésido y

pelargonidina-3-O-malonilglucosido (Duenas et al. 2015; Lin et al. 2008).

Los alimentos autoctonos, como el maiz azul y el frijol ayocote, han ganado cada vez mas atencion
por su excelente fuente de antioxidantes dietéticos. No solo son ricas fuentes de componentes
nutricionales como proteinas y vitaminas, sino también excelentes fuentes de constituyentes
funcionales que incluyen fibra y compuestos bioactivos (compuestos fendlicos) (Kan et al. 2016).
Sin embargo, estos generalmente no han recibido mucha atencién como fuentes de antioxidantes,

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

2.5.3.1 Antocianinas

2.5.3.1.1 Estructura y clasificacion de antocianinas

Las antocianinas se clasifican segun cinco grupos funcionales: estructuras basicas 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 biosintesis de acidos
grasos y p-cumaroli CoA de fenilalanina. El analisis de antocianinas es complejo debido a su

capacidad de transformaciones estructurales y multiples 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 patron de hidroxilacion y
metoxilacion del anillo B, asi como del niimero, tipo y posicidon de los azicares 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 caracteristicas de
estos pigmentos hidrosolubles, responsables de numerosas tonalidades rojas, purpuras y azules

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

2.5.3.1.2 Estabilidad de las antocianinas durante el procesamiento por extrusion

La estabilidad de las antocianinas durante el procesamiento y almacenamiento estd condicionada
por multiples factores relacionados tanto con su estructura quimica como con el entorno de la
matriz alimentaria. Entre ellos se encuentran el pH, la temperatura y duracion del tratamiento,
concentracion de los pigmentos, exposicion al oxigeno y la luz, actividad enzimatica y presencia
de proteinas e iones metalicos (Patras et al., 2010). En particular, una mayor intensidad térmica
puede favorecer su degradacidn; sin embargo, la magnitud de estas pérdidas varia segin la
estructura de las antocianinas, el tiempo de exposicion y las caracteristicas de la matriz en la que

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

La degradacion térmica puede involucrar diferentes transformaciones estructurales. Entre los
mecanismos propuestos se encuentran la apertura del anillo pirilio y formacién de chalconas, asi
como la hidrdlisis del enlace glucosidico con la consecuente formacion de la aglicona. Asimismo,
la presencia de oxigeno 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 quimica y el entorno en el que se encuentran estos compuestos

(Patras et al., 2010).

En procesos de extrusion, la estabilidad de las antocianinas adquiere mayor complejidad debido a
la accion simultdnea de temperatura, humedad, esfuerzo mecéanico y tiempo de residencia. La
extrusion es un proceso de alta temperatura y corto tiempo, por lo que los tiempos reducidos de
exposicion pueden limitar algunas reacciones de degradacion; sin embargo, las temperaturas
elevadas y los esfuerzos de corte pueden incrementar las pérdidas de compuestos termoléabiles

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

2.5.3.2 Acido fitico

2.5.3.2.1 Estructura e interacciones fisicoquimicas del acido fitico

En cereales y leguminosas, una proporcion importante del fésforo de reserva se encuentra como

acido fitico, quimicamente identificado como myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfato (InsP6 o
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IP6). La molécula contiene seis grupos fosfato esterificados a un anillo de myo-inositol, cuya
ionizacion le confiere multiples cargas negativas en funcion 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 ionizacion de sus grupos fosfato permite la formacion de complejos con minerales
divalentes y proteinas, cuya estabilidad depende de factores como el pH, la fuerza ionica, la
concentracion relativa de los componentes y las caracteristicas estructurales de las proteinas
(Cheryan y Rackis, 1980). En medios 4cidos, la presencia de grupos proteicos con carga positiva
favorece interacciones electrostaticas con el anion fitato, mientras que los cambios en el estado de

ionizacion de las proteinas pueden modificar la magnitud de estas asociaciones (Alli y Baker,

1981).

Ademas de formar complejos binarios con proteinas o minerales, el acido fitico puede participar
en asociaciones ternarias proteina, fitato y mineral. La estabilidad de estos complejos esta influida
por el pH, la fuerza idnica y la concentracion 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 proteinas y
del entorno fisicoquimico pueden alterar la forma en que el fitato se encuentra asociado dentro del

sistema alimentario.

2.5.3.2.2 Estabilidad del acido fitico durante el procesamiento por extrusion

El contenido y comportamiento del acido fitico pueden modificarse durante el procesamiento de
cereales y leguminosas. En particular, la extrusion constituye un tratamiento de alta temperatura y
corto tiempo en el que actan simultaneamente temperatura, humedad, presion y esfuerzo
mecanico, 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 acido fitico asociadas
con su hidrdlisis parcial, cambios en su reactividad quimica y formacion de complejos con otros

componentes (Sarkhel y Roy, 2022).

La magnitud de estas modificaciones depende de las condiciones de extrusion y de las
caracteristicas de la materia prima. En harinas de chicharo, frijol y haba se han observado

reducciones de acido fitico después de la extrusion, acompaiiadas por la hidrélisis parcial IP6 hacia
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formas con menor grado de fosforilacion, principalmente IP5 e IP4 (Sarkhel y Roy, 2022).
Asimismo, el contenido de humedad de la alimentacion se ha sefialado como un factor relevante,
ya que puede favorecer las transformaciones del fitato durante el tratamiento termomecanico. En
consecuencia, las variaciones observadas después de la extrusiéon no dependen exclusivamente de
la temperatura, sino de la interaccion entre humedad, tiempo de residencia, condiciones mecénicas

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

Las modificaciones del acido fitico durante el procesamiento tampoco deben interpretarse
unicamente como destruccion térmica. Debido a su capacidad para interactuar con proteinas y
minerales, los cambios inducidos por la extrusion en la conformacién proteica, la solubilidad y la
disponibilidad de grupos cargados pueden modificar simultaneamente la formacién y estabilidad
de complejos fitato, proteina y mineral. Por tanto, los cambios en el contenido cuantificable de
acido fitico después del procesamiento pueden reflejar distintos fendémenos fisicoquimicos
asociados con la hidrolisis, complejacién y modificacion de su interaccion con la matriz alimentaria

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

2.5.4 Digestibilidad y fraccion con potencial bioaccesible in vitro

La caracterizacion quimica y nutrimental de los alimentos funcionales constituye una herramienta
importante para estimar su potencial bioldgico; sin embargo, la presencia de compuestos bioactivos
en una matriz alimentaria no garantiza necesariamente su estabilidad, liberacion o disponibilidad
fisioloégica después del proceso digestivo. Diversos compuestos de interés funcional, como
polifenoles, antocianinas, carotenoides, péptidos y otros metabolitos bioactivos, pueden sufrir
transformaciones estructurales, degradacion o interacciones con la matriz alimentaria durante la
digestion gastrointestinal, modificando significativamente su bioaccesibilidad y actividad
bioldgica (Chen et al., 2016; Nicolescu et al., 2023). Por ello, en los ultimos afios se ha
incrementado el interés por incorporar modelos de digestion gastrointestinal in vitro en la

evaluacion de alimentos funcionales y compuestos biactivos.

La bioaccesibilidad se define como la fraccion de un compuesto que permanece disponible para
su absorcidon a nivel intestinal después de los procesos fisiologicos asociados a la digestion,
incluyendo cambios de pH, accidén enzimatica e interacciones con otros componentes de la matriz
alimentaria (Nicolescu et al., 2023). En este contexto, la digestion gastrointestinal in vitro permite

aproximar el comportamiento fisioldgico de diferentes compuestos bioactivos bajo condiciones
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simuladas del tracto gastrointestinal, proporcionando informacion relevante sobre su estabilidad,
liberacion y posible disponibilidad bioldgica. 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 extrusion (Brodkorb et al., 2019; Nicolescu et al., 2023).

Actualmente, el método INFOGEST es uno de los modelos de digestion in vitro mas utilizados y
aceptados para la evaluacion de alimentos. Este protocolo fue desarrollado mediante consenso
internacional con el objetivo de armonizar las condiciones experimentales utilizadas en estudios de
digestion gastrointestinal, incorporando pardmetros fisioldgicamente relevantes relacionados con
las fases oral, géstrica e intestinal, incluyendo pH, actividad enzimatica, sales biliares, tiempos de
incubacion y composicion de fluidos digestivos simulados (Brodkorb etal., 2019). Su
implementacién ha permitido mejorar la reproducibilidad y comparabilidad entre estudios,
favoreciendo la evaluacion estandarizada de digestibilidad, bioaccesibilidad y liberacion de

compuestos bioactivos en diferentes matrices alimentarias.

En alimentos funcionales elaborados a partir de cereales y leguminosas, la digestion
gastrointestinal in vitro adquiere especial relevancia debido a que el procesamiento puede
modificar significativamente la estructura de proteinas, almidones y compuestos fendlicos.
Procesos como la extrusion pueden inducir desnaturalizacion proteica, gelatinizacion del almidon
y ruptura de estructuras celulares, afectando la liberacion y accesibilidad de compuestos bioactivos
durante la digestion (H. Zhou et al., 2023). De manera particular, las antocianinas y otros
compuestos fenolicos presentes en matrices vegetales son altamente susceptibles a cambios de pH,
degradacion enzimatica e interacciones con macromoléculas alimentarias, lo cual puede alterar su
estabilidad y actividad antioxidante después de la digestion gastrointestinal (Brodkorb et al., 2019;

Nicolescu et al., 2023).

En consecuencia, la incorporacion de modelos de digestion gastrointestinal in vitro en la evaluacion
de alimentos funcionales representa una herramienta relevante para estimar de manera mas precisa
el potencial bioactivo de los alimentos después de su consumo. Estos modelos permiten
complementar la caracterizacion quimica convencional y generar informacién mas cercana al

posible comportamiento fisioldogico de compuestos bioactivos y nutrimentos bajo condiciones
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gastrointestinales simuladas, fortaleciendo asi la evaluacion funcional de nuevas formulaciones

alimentarias.

En este contexto, la combinacion de maiz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus
L.) resulta de interés por la complementariedad de su composicion nutrimental. El maiz azul aporta
principalmente carbohidratos y compuestos fendlicos, entre ellos antocianinas, mientras que el
frijol ayocote contribuye con proteina, fibra dietética y lisina, ademas de diversos compuestos
fenolicos. La incorporacion conjunta de ambas materias primas en productos extruidos permite
obtener formulaciones con un perfil nutrimental mas equilibrado; sin embargo, las caracteristicas
de la matriz y las condiciones de procesamiento pueden modificar tanto sus componentes como las
propiedades tecnofuncionales del producto obtenido (Espinosa-Ramirez et al., 2022; Sanchez-

Madrigal et al., 2014; Shevkani et al., 2019; Teniente-Martinez 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 industrializacion de alimentos,
se incrementa la transicion hacia el consumo de alimentos hipercaldricos y poco saludables. Las
botanas son una de las formas mas concentradas de energia alimentaria, debido a que la mayoria
contienen grandes cantidades de aceite, almidon y estan practicamente libres de agua. El contenido
de fibra dietética, vitaminas, minerales y proteinas y la calidad de la mayoria de las botanas son
bajos, ya que generalmente se fabrican para formar sémolas de cereal y almidones refinados. (Allan

etal. 2015).

Las botanas deben formularse no solo en funciéon 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
cronicas. Ademas, el consumo botanas no saludables durante la nifiez y la adolescencia, aumenta
el riesgo de desarrollar problemas de salud en la edad adulta como enfermedades cardiovasculares,

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

En los ultimos afios, numerosas investigaciones han priorizado el desarrollo de botanas con valor
agregado en cuanto al mantenimiento y proteccion de la salud, mejorando la nutricion 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 desafio de buscar
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soluciones para promover el uso de alimentos que estan 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 produccion y desarrollo de nuevos

productos (Jozinovi¢ et al. 2021).

De igual manera, existe un creciente interés en la poblacion sobre la relacion entre alimentos,
nutricion y salud, ademas 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, calorias
provenientes de grasas y colesterol, entre otros. Hoy en dia, los consumidores estan mas interesados
en productos saludables y con propiedades sensoriales (sabor, textura y aceptabilidad general),
similares en comparacion con otras botanas de alto consumo (Petersen et al. 2019). Uno de estos
productos son las botanas de tercera generacion a base de ingredientes saludables con potencial
funcional debido al contenido de compuestos bioactivos, ademas, estos productos son cada vez

mas populares y consumidos en todos los grupos de edad de la poblacion (Grasso 2020).
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II1. JUSTIFICACION

La industria alimentaria ha mostrado un creciente interés por el desarrollo de productos de consumo
habitual con una composicion nutrimental mejorada y elaborados a partir de materias primas
alternativas. En este contexto, el aprovechamiento de ingredientes autdctonos poco utilizados
representa una oportunidad para diversificar la formulaciéon de botanas extruidas y, al mismo
tiempo, promover el uso de recursos alimentarios locales con caracteristicas nutrimentales y

tecnologicas de interés.

El maiz azul se distingue de los maices no pigmentados por la presencia de compuestos fendlicos
asociados con la coloracion del grano, entre los que destacan las antocianinas y los acidos fendlicos.
Estos compuestos presentan propiedades antioxidantes relacionadas con su estructura quimica y
con su capacidad para participar en reacciones de transferencia de electrones o atomos de
hidrégeno, mecanismos involucrados en la neutralizacion de especies radicalarias (Menchaca-
Armenta et al., 2020; Pojer et al., 2013). La presencia de estos componentes incrementa el interés
del maiz pigmentado como materia prima para el desarrollo de alimentos con una composicion

nutrimental y fenolica diferenciada.

En este contexto, el maiz azul representa un ingrediente de gran interés por su potencial funcional.
Sus propiedades funcionales derivan de metabolitos secundarios, principalmente antocianinas y
acidos fenolicos, los cuales contribuyen a la actividad antioxidante y han mostrado capacidad de
proteger a las células frente al dafio oxidativo. Estos compuestos, especialmente las antocianinas,
poseen la capacidad de donar hidrogeno, lo que les confiere un efecto directo en la neutralizacion
de radicales libres. Ademads, su consumo ha demostrado ser seguro, respaldado por amplia
evidencia cientifica y farmacoldgica Dichas caracteristicas sustentan el aprovechamiento del maiz

pigmentado como alternativa viable para la produccion 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 fenolicos. Aunque sus semillas poseen un perfil
nutrimental comparable al de otros frijoles, su consumo sigue siendo bajo y limitado a zonas
especificas de cultivo (Alvarado-Lopez 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 integracion de maiz azul y frijol ayocote representa una alternativa para el
desarrollo de botanas de tercera generacion 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. HIPOTESIS

La incorporacion de frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) en botanas de tercera generacion

elaboradas con maiz azul (Zea mays L.) mejorara su composicion nutrimental y modificard sus

propiedades fisicoquimicas y tecnofuncionales en funcion de la formulacion y del procesamiento,

sin comprometer la viabilidad tecnologica ni la aceptacion sensorial de las formulaciones

seleccionadas.

V. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

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

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

propiedades nutrimentales, fisicoquimicas, tecnofuncionales y estructurales, asi como la

aceptacion sensorial de las formulaciones seleccionadas.

5.2 Objetivos particulares

1.

Establecer las formulaciones y condiciones de procesamiento para la elaboracion de botanas de
tercera generacion a partir de maiz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus
L.), mediante extrusién y expansion por microondas.

Determinar las propiedades nutrimentales y tecnofuncionales de las botanas de tercera
generacion, mediante el analisis de su composicion proximal, propiedades de hidratacion,
expansion, densidad y textura.

Evaluar la digestibilidad in vitro y la calidad nutrimental proteica de las formulaciones,
mediante la determinacion de la digestibilidad in vitro de la materia seca y de la proteina, y la
estimacion de indicadores de calidad proteica.

Evaluar el efecto del procesamiento y de la digestion in vitro sobre los compuestos fenodlicos y
la capacidad antioxidante in vitro de las formulaciones, mediante la cuantificacion de
compuestos fenolicos totales y los ensayos DPPH y ABTS, asi como determinar los cambios
en el contenido de antocianinas y acido fitico asociados al procesamiento.

Analizar las transformaciones estructurales y microestructurales de las formulaciones durante

el procesamiento, mediante microscopia electronica de barrido (SEM), difraccion de rayos X
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(XRD), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR) y electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

6. Evaluar la aceptacion sensorial de las formulaciones seleccionadas de botanas de tercera
generacion expandidas por microondas, mediante una prueba afectiva con consumidores no

entrenados.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseiio del estudio

El presente proyecto corresponde a un estudio experimental y analitico, orientado al desarrollo,
caracterizacion integral y evaluaciéon funcional de botanas extruidas de tercera generacion
elaboradas a partir de maiz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) como
ingredientes autdctonos. La estrategia metodologica contempla etapas secuenciales que abarcan
desde la obtencion y procesamiento de materias primas hasta el anélisis sensorial de los productos

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

6.2 Area de trabajo

El trabajo experimental se llevd a cabo en multiples 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 Biologicas,
Universidad Autonoma de Nuevo Leén (UANL); 2) Laboratorio de Cereales y Oleaginosas, Centro
de Biotecnologia FEMSA, Instituto Tecnologico de Monterrey (ITESM); 3) Laboratorio de
Alimentos, Centro de Investigacion en Nutricion y Salud Publica, Facultad de Salud Publica y
Nutriciéon (FaSPyN-UANL); 4) Laboratorio de Alimentos I, II y Laboratorio de Evaluacion
Sensorial, Facultad de Ciencias Quimicas, Campus Universitario II, Universidad Auténoma de
Chihuahua (UACH); y 5) Incubadora de Biotecnologia, Instituto de Innovacion y Transferencia de
Tecnologia de Nuevo Leon (12T2), Parque de Investigacion e Innovacion Tecnologica de Nuevo

Le6n (PIIT).
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6.3 Objetivo particular 1: Elaboracion de extruidos

6.3.1 Obtencion 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 maiz azul (Zea mays L.) se obtuvo directamente de pequefios productores
pertenecientes a comunidades de la Sierra Tarahumara, Chihuahua, México, una region reconocida

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

Ambas materias primas fueron cosechadas en madurez fisiologica completa, secadas de forma
natural y almacenadas bajo condiciones ambientales antes de su adquisicion. Al llegar al
laboratorio, las semillas y los granos fueron inspeccionados manualmente para retirar unidades
rotas, dafiadas o visiblemente deterioradas, con el fin de asegurar una calidad homogénea para las

etapas posteriores de molienda y procesamiento.

Previo a la elaboracion de las muestras utilizadas en el presente estudio, se llevo a cabo una etapa
de desarrollo del producto orientada al establecimiento de las formulaciones y condiciones de
extrusion. Durante esta fase se realizaron corridas preliminares y ajustes sucesivos tanto en la
composicion de las mezclas como en las variables de procesamiento, con el proposito de obtener
pellets con adecuada estabilidad fisica y comportamiento tecnoldgico para su posterior
caracterizacion. 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 seccion 7.1.

6.3.2 Acondicionamiento de las materias primas para la extrusion

Las semillas de frijol ayocote morado y maiz 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 um

para garantizar una granulometria fina y homogénea, adecuada para el proceso de extrusion.

A partir de estas harinas se prepararon cinco formulaciones experimentales, sustituyendo
parcialmente la harina de maiz azul con harina de frijol ayocote en proporciones de 10, 20, 30, 40
y 45 % p/p. Ademas, se consideraron dos tratamientos control, correspondientes a las harinas puras

de maiz azul (100 %) y frijol ayocote (100 %), con el fin de contar con puntos de referencia para
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la comparacion de las propiedades tecnofuncionales, nutrimentales y bioactivas. Las mezclas
formuladas y las harinas individuales se envasaron en bolsas plasticas 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 utilizacion, evitando la exposicion a humedad o radiacion

directa que pudiera alterar su composicion o estabilidad.

6.3.3 Proceso de extrusion

La extrusion se llevo a cabo en lotes de 5 kg por formulacion, siguiendo la metodologia propuesta
por Neder-Suarez et al. (2021), con modificaciones. El procesamiento se realiz6é en una extrusora
de doble husillo co-rotante (BTSK-20/40, Biihler AG, Uzwil, Suiza) equipada con un barril de 600
mm y una relacion longitud/diametro (L/D) de 20. El sistema operd con una tasa de alimentacion
de solidos de 2.8 kg/h, a la que se anadid un flujo de agua de aproximadamente 3.26 L/h
directamente en la zona de alimentacion, manteniendo una velocidad de tornillo de 200 rpm. El
barril estuvo dividido en cuatro zonas de temperatura controlada, programadas de la siguiente

manera:

e Zona |l (alimentacion): 58 °C
e Zonas 2y 3 (coccion): 120 °Cy 118 °C, respectivamente

e Zona 4 (cercana a la matriz): 65 °C

El material fue conformado mediante una matriz circular de 2 mm de didmetro, y el sistema de
corte oper6 a 303 rpm. Los extruidos obtenidos se secaron en un horno de conveccion (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 expansion. Posteriormente, los productos se
envasaron al vacio en bolsas de polietileno, se protegieron de la luz y se almacenaron a -20 °C

hasta su utilizacion en las etapas subsecuentes.
6.4 Objetivo particular 2: Propiedades nutrimentales y tecnofuncionales

6.4.1 Proceso de expansion por microondas

La expansion por microondas se ejecutd mediante un enfoque secuencial de optimizacion y
aplicacion. Primero, se realizo un analisis cinético de expansion con base en Delgado-Nieblas et al.
(2012), con modificaciones, para definir el tiempo 6ptimo de maxima expansion volumétrica. Para

cada formulacion (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 exposicion (9, 12, 15, 18, 20 y 21 s). La
medicion del didmetro (sin expandir y expandido) se efectué con un calibrador vernier digital
(DOGOTULS MA2011; precision = 0.01 mm) en tres puntos (centro y extremos) por pellet. A

partir del didmetro promedio se calculd el indice de expansion.

Con base en la cinética, se establecio un tiempo 6ptimo de 20 s, que produjo maxima expansion y
estructura porosa homogénea sin colapsos ni quemaduras superficiales. En la segunda etapa, dicho
tiempo se aplic6é de manera estandarizada para expandir todas las muestras siguiendo Neder-Suarez
et al., (2021), con ligeras modificaciones. Tras la expansion, los productos se enfriaron a 22 + 2
°C, se molieron en molino analitico (IKA Al1 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 analisis

posterior.

6.4.2 Indice de expansion

El indice de expansion (IE) de los extruidos y expandidos se determind siguiendo la metodologia
descrita por Alvarez-Martinez et al. (1988), con ligeras modificaciones. Para cada formulacion y
controles, se seleccionaron aleatoriamente extruidos representativos (n = 5) y se midieron los
diametros antes y después de la expansion con un calibrador vernier digital (DOGOTULS
MA2011; precision 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 calcul6 como la relacion entre el diametro del extruido (D) y el didmetro de la boquilla
del extrusor (Ds = 2 mm), de acuerdo con la ecuacion 1 (Ec. 1):

De
Dy

IE = (Ec. 1)

Esta determinacion permitidé cuantificar la expansion transversal de cada formulacion tras el
procesamiento por extrusion y expansion por microondas en las condiciones previamente
optimizadas.

6.4.3 Densidad aparente

La densidad aparente (D, kg-m™) se determin6 en los extruidos de todas las formulaciones

siguiendo la metodologia 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 registro en una balanza analitica (£0.0001 g), mientras que el
diametro (d) y la longitud (/) se midieron con un calibrador vernier digital (DOGOTULS MA2011;
precision 0.01 mm). El didmetro se obtuvo como el promedio de tres mediciones equidistantes a lo
largo del extruido (extremo inicial, centro y extremo final). La densidad aparente se calculd

aplicando la ecuacion 2 (Ec. 2):

ws

T [0® 0]

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

D (Ec. 2)

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 flexion de tres puntos y se comprimieron con una carga de activacion 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
variacion y el error estdndar, conforme a las recomendaciones de R. T. Patil et al, (2007). La
evaluacion se baséd en la obtencion de curvas fuerza—tiempo para determinar la fuerza maxima
(dureza) y el punto de fractura, siguiendo enfoques metodologicos empleados en estudios previos
sobre caracterizacion textural de extruidos (Ding efal., 2005). Los valores promedio y la

desviacion estandar se calcularon y reportaron para cada variable analizada.

6.4.5 Indice de absorcién de agua e indice de solubilidad en agua

El indice de absorcion de agua (WAI) y el indice de solubilidad en agua (WSI) se determinaron por
triplicado siguiendo el método descrito por Anderson ef al. (1970), con ligeras modificaciones.
Para este analisis 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-EO01) y posteriormente molidos finamente en un molino
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analitico de laboratorio (IKA® A 11 basic, IKA®-Werke GmbH y Co. KG, Staufen, Alemania)

hasta obtener una harina homogénea.

Se pes6 1 g de muestra en tubos de pléastico de 50 mL previamente tarados, y se adicionaron 12 mL
de agua destilada. Las suspensiones se agitaron en un vortex (VX-200, LABNET, EE. UU.) durante
30 minutos a temperatura ambiente, se dejaron reposar por 5 minutos, y luego se centrifugaron a
3000 x g durante 15 minutos en una centrifuga Hermle (Z 216 MK, Hermle Labortechnik GmbH,

Alemania).

El sobrenadante se transfiri6é cuidadosamente a charolas de aluminio previamente pesadas y se seco
en un horno de conveccion (Felisa FE-292D, México) hasta peso constante para determinar el
residuo seco soluble. El sedimento hidratado restante en los tubos se pes6 inmediatamente después

de la centrifugacion.

El WAL se expres6 como la cantidad de agua retenida por gramo de muestra seca después de la

centrifugacion y se calculd con la ecuacion 3 (Ec. 3):

Peso del sedimento (g)

WAI (g/g) =

(Ec. 3)

Peso inicial de la muestra seca (g)

E1 WSI se expreso como el porcentaje de solidos solubles liberados en el sobrenadante tras la

centrifugacion, y se obtuvo mediante la ecuacion 4 (Ec. 4):

Peso del residuo seco del sobrenadante (g)

WSI (%) = x 100 (Ec. 4)

Peso inicial de la muestra seca (g)

6.4.6 Parametros de color

El color de las diferentes formulaciones extruidas, asi como de los controles en estado sin expandir
y expandido, se evalué6 mediante un espectrofotometro de reflectancia triestimulo ColorFlex EZ
(HunterLab, Reston, VA, EE. UU.) con geometria 45°/0°, disefiado para simular la percepcion del
color por el ojo humano. Las mediciones se realizaron utilizando el iluminante D65 y un angulo de

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

Cada muestra se colocd en una celda de vidrio transparente, compactandola ligeramente de manera
uniforme para evitar vacios de aire y cubrir completamente la apertura de medicion del

instrumento. Para cada tratamiento se efectuaron tres lecturas independientes, calculando el
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promedio y la desviacion estandar de los valores obtenidos con el fin de garantizar la precision de

los resultados.

6.4.7 Analisis proximal

La composicion proximal se determiné en las siete formulaciones descritas en la Seccion 6.3.3,
que incluyen harinas crudas (controles) y sus correspondientes extruidos antes de la expansion por
microondas. Se evaluaron los contenidos de humedad, cenizas, lipidos, proteina cruda y fibra
dietética total, siguiendo los métodos oficiales de la AOAC International, (2023): 934.06
(humedad), 942.05 (cenizas), 920.39 (lipidos, extraccion Goldfish), 992.15 (proteina, combustion

Dumas) y 985.29 (fibra dietética total, método enzimatico—gravimétrico).

La fibra dietética total se determin¢ utilizando el Total Dietary Fiber Assay Kit TDF-100A (Sigma-
Aldrich, EE. UU.), que se basa en digestiones enzimaticas secuenciales (o-amilasa, proteasa y
amiloglucosidasa), precipitacion con etanol, filtracion y secado del residuo, con correcciones por

cenizas y proteinas. 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 aminoacidos

La composicion de aminoéacidos se determiné para las siete formulaciones descritas en la Seccion
6.3, que incluyen las formulaciones harinas crudas (controles) y las formulaciones extruidas
posteriores al proceso de expansion por microondas. El andlisis se realizd conforme al método
cromatografico en fase reversa descrito por Vazquez-Ortiz et al. (1995), basado en la
derivatizacion precolumna de aminoécidos primarios con o-ftaldialdehido (OPA) y de aminoécidos

secundarios con 4-cloro-7-nitrobenzofurazdn (NBD).

Brevemente, los aminoéacidos primarios se derivatizaron con OPA en tampdn borato (0.5 M, pH
10.4) y se separaron en una columna de fase reversa Microsorb Short-ones C18 (10 cm x 4.6 mm,
3 um) mediante un gradiente de elucion en siete pasos. Los aminoacidos secundarios se
derivatizaron con NBD y se separaron en una columna Lichrosorb FW-C18 (30 cm x 4.6 mm, 5
um) bajo un programa de elucion independiente. La deteccion se llevd a cabo por fluorometria,
utilizando una longitud de onda de excitacion de 330 nm y un filtro de emision de 418 nm para los

derivados con OPA, y 220 nm de excitacion y 370 nm de emision para los derivados con NBD.
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Se emplearon curvas de calibracion preparadas con estdndares de aminoécidos, utilizando o-
aminobutirico como estandar interno. Los resultados se expresaron en gramos de cada aminoacido

por 100 g de proteina.

6.5.2 Puntaje de aminoacidos y aminoacido limitante

El puntaje de aminoacidos (Amino Acid Score, A4S), también denominado puntaje quimico de la
proteina, se determin6d comparando el contenido de cada aminoacido esencial presente en 1 g de

proteina de las muestras con el patron de referencia de la FAO/WHO (FAO, 2013).

Para cada aminodacido indispensable, el A4S se calculd mediante la ecuacion 5 (Ec. 5):

mg de aminodcido en 1 g de proteina de la muestra
£ £=F (Ec. 5)

AAS =

mg de aminodcido en el patron de referencia

El aminoécido limitante se definié como aquel que presentd la relacion mas baja respecto al patrén

de referencia, y su valor se considerd el A4S de la proteina.

Dado que este estudio se enfoca en el desarrollo de botanas dirigidas a la poblacién general, se
utilizdé el patrén correspondiente a la categoria “nifios mayores, adolescentes y adultos”
recomendado por la FAO (2013), que establece los valores de referencia (mg/g proteina) para cada

aminoacido indispensable.

6.5.3 Relacion de eficiencia proteica estimada

La relacion de eficiencia proteica estimada (E-PER) se determind para las formulaciones de harinas
crudas y los extruidos sin expansion, utilizando los datos de composicioén de aminoacidos obtenidos
previamente. El célculo se realizo siguiendo la ecuacion 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 proteina):
E-PER = —0.468 + 0.454(Leu) — 0.105(Tyr) (Ec. 6)

6.5.4 Simulacion estatica in vitro de la digestion gastrointestinal

La digestion in vitro se realizo siguiendo el protocolo estandarizado INFOGEST propuesto por
Brodkorb efal (2019), con ligeras modificaciones para adecuarlo a las caracteristicas

fisicoquimicas y estructurales de las muestras analizadas. Se prepararon fluidos salival (SSF),
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gastrico (SGF) e intestinal (SIF) simulados, reproduciendo la composicion idnica caracteristica de

las secreciones digestivas humanas (Tabla 6).

Tabla 6. Composicion de los fluidos digestivos simulados. Las concentraciones se
expresan en milimolar (mM)

Compuesto SSF* (pH7) SGF(pH 3) SIF(pH7)
KCl 15.1 6.9 6.8
KH2PO4 3.7 0.9 0.8
NaHCOs 13.6 25.0 85.0
NaCl — 47.2 38.4
MgClz'6H20 0.15 0.12 0.33
(NH4)2COs 0.06 0.5 -

HCl 1.1 15.6 8.4
CaCl2-2H-0 1.5 0.15 0.6

3SSF = fluido saliva simulado; °SGF = fluido gastrico simulado; °SIF = fluido intestinal simulado.
Los ajustes de pH se realizaron con HCI (5 M) o NaOH (5 M), segun correspondiera.

Las digestiones in vitro se realizaron por triplicado analitico a partir de una muestra homogeneizada
correspondiente a cada formulacion y tratamiento, incluyendo una réplica adicional para el ajuste
de pH y un blanco enzimatico por tratamiento. El control metodoldgico consistié en harinas crudas
y extruidos (maiz azul y frijol ayocote) que fueron sometidos a todo el procedimiento de digestion
(contacto con fluidos simulados, ajustes de pH y condiciones de incubacion) pero sin adicion 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
ultimos fueron previamente molidos finamente en un molino analitico (IKA A1l basic, IKA®-
Werke GmbH y Co. KG, Staufen, Alemania) y almacenados en envases herméticos protegidos de

la luz hasta su analisis. Para cada réplica se pesaron 3 g de muestra en tubos de polipropileno &mbar
de 50 mL (Corning®).

La digestion se realizo a 37 °C en una incubadora con agitacién orbital (VWR 1575 Signature,
VWR International, Radnor, PA, EE. UU.) ajustada a 60 rpm. El pH de cada fase se ajusto al inicio

mediante soluciones de NaOH 5 M o HC1 5 M seguin correspondiera.

e Fase oral: las muestras se mezclaron con 9.0 mL de SSF y 45 pL de CaCl. 0.3 M (relacion
1:3 p/v). De acuerdo con los objetivos del estudio, no se anadié a-amilasa salival. El bolo

se homogeneizd en vortex e incubo durante 2 min.
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o Fase gastrica: el bolo oral se mezcldé (1:1 v/v) con SGF, pepsina [>400 unidades/mg
proteina] (16 mg/mL) y 6 uL de CaCl. 0.3 M. El pH se ajust6 a 3.0, se homogeneizo y se
incub¢ durante 2 h.

e Fase intestinal: el quimo gastrico se mezcld (1:1 v/v) con SIF, pancreatina (48 mg; 4x USP),
extracto biliar (120 mg; B8631 — 100G) y 48 uL de CaCl: 0.3 M. El pH se ajustd a 7.0 y se

incub6 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 analisis.

6.5.5 Digestibilidad aparente in vitro de la materia seca

La digestibilidad aparente in vitro de la materia seca (A-IVDMD) se determin6 por gravimetria
después de la digestion in vitro, siguiendo la extension del protocolo INFOGEST descrita por
Pérez-Burillo ef al. (2021). Al finalizar la digestion, se obtuvieron aproximadamente 48 mL de
digerido por tubo, los cuales se centrifugaron a 4000 % g durante 10 minutos en una centrifuga

universal (Z 366, Hermle) para recuperar el residuo insoluble.

El pellet resultante se secd en un horno eléctrico (Felisa FE-292D) a 50 °C durante 24 h, hasta
alcanzar peso constante, y se registrd6 como masa seca del residuo (DM;es). La fraccion soluble del
digerido, que permanece en el sobrenadante, se considera como la fraccion potencialmente
absorbible en el tracto gastrointestinal, mientras que el residuo insoluble representa la fraccién no

digerida, analoga a la “excreta in vitro” generada tras el proceso digestivo (Pérez-Burillo ef al.,

2021).
La digestibilidad aparente in vitro de la materia seca (A-IVDMD, %) se calculd6 mediante la
ecuacion 7 (Ec. 7):

DMy —DM;5

A-IVDMD (%) = x 100 (Ec.7)

donde DMy corresponde a la masa seca inicial de la muestra antes de la digestion, y DM a la masa
seca del residuo después de la digestion.
6.5.6 Digestibilidad proteica in vitro

La digestibilidad proteica in vitro (IVPD) se determind empleando el residuo insoluble (pellet)

recuperado en el ensayo de A-IVDMD. El contenido de nitrégeno del residuo seco se cuantifico
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mediante el método de combustion de Dumas, utilizando un analizador LECO FP-528 (LECO
Corp., St. Joseph, MI, EE. UU.), reconocido por su alta precision y reproducibilidad en matrices
alimentarias complejas. Posteriormente, el contenido de proteina se calculé aplicando el factor de

conversion N x 6.25.

De forma paralela, el contenido proteico inicial (Po) de cada muestra sin digerir se determind con
la misma metodologia para asegurar la comparabilidad analitica entre muestras digeridas y no
digeridas. La digestibilidad proteica se expresé como porcentaje de proteina potencialmente

hidrolizada tras la digestion estatica, de acuerdo con la ecuacion 8 (Ec. 8):
Po—Pres
IVPD (%) = 5 X 100 (Ec.8)
0

donde Py corresponde al contenido de proteina inicial y P, representa el contenido proteico

remanente en el residuo post-digestion.

El calculo se realiz6 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 complementacion proteica. Esta determinacion se aplico a las harinas

crudas y a los extruidos expandidos de todas las formulaciones.

6.5.7 Puntaje de aminoacidos corregido por digestibilidad proteica in vitro

El puntaje de aminoacidos corregido por digestibilidad proteica in vitro (IV-PDCAAS) se calculd
adaptando la metodologia propuesta por la FAO/WHO (FAO, 2013). Este indicador integra
simultaneamente la composicion de aminoacidos esenciales y la fraccion efectivamente digerible
de las proteinas, proporcionando una estimacion mas completa y fisiologicamente relevante de la

calidad proteica en comparacion con el uso aislado del AAS o de la digestibilidad.

En esta adaptacion metodoldgica, la digestibilidad verdadera fecal tradicionalmente obtenida
mediante estudios in vivo es sustituida por la digestibilidad proteica in vitro (IVPD) determinada
segun lo descrito en la Seccion 6.5.6, lo que permite aplicar este enfoque en estudios de laboratorio

de manera mas accesible, reproducible y ética.
El IV-PDCAAS se estim6 mediante la ecuacion 9 (Ec. 9):

IV-PDCAAS (%) = IVPD (%) X AAS (Ec. 9)
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donde IVPD corresponde a la digestibilidad proteica in vitro (%) y AAS representa el puntaje del

aminoacido limitante de cada formulacion.

Este procedimiento adaptado ha sido reportado previamente en estudios de evaluacion de calidad
proteica utilizando el modelo INFOGEST, mostrando buena correlacion con resultados in vivo en

matrices vegetales y productos extruidos (Ayala-Rodriguez ef al., 2022; Le Roux et al., 2020).
6.6 Objetivo particular 4: Efecto en compuestos bioactivos

6.6.1 Contenido fenolico total

El contenido fenolico total (TPC) se determind en la fraccion soluble obtenida tras la fase intestinal
de la digestion in vitro, la cual representa los compuestos potencialmente biaccesibles. Para ello se
utilizé el método colorimétrico de Folin—Ciocalteu, de acuerdo con Singleton y Rossi, (1965), con

ligeras modificaciones.

Se tomaron 10 pL del sobrenadante digerido de cada muestra y se mezclaron con 90 pL de agua
destilada, seguidos de 750 pL de reactivo Folin—Ciocalteu (0.2 N) y 750 pL de solucion de
carbonato de sodio (6 % p/v), obteniéndose un volumen final de reaccion 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 caracteristico. La absorbancia se midi6 a 760 nm en un

espectrofotometro UV—Vis (Evolution 300LC, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

Para la curva de calibracion, se prepar6 una solucion madre de acido galico (0.5 g en 10 mL de
agua destilada) y se elaboraron soluciones estdndar de trabajo (20—300 pL) diluidas hasta 10 mL
con agua, tratadas de manera idéntica a las muestras. El blanco de reactivos se prepard sustituyendo

el estandar o la muestra por agua destilada.

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de 4cido galico por gramo de materia seca (mg
GAE/g MS). Todos los andlisis se realizaron por triplicado para asegurar la precision 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 digestion in vitro
se determin6 mediante los métodos espectrofotométricos de captura de radicales libres DPPHe y

ABTS-".
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6.6.2.1 Ensayo DPPH

La actividad captadora de radicales DPPHe se determind siguiendo el protocolo descrito por Bondet
et al. (1997), con ligeras modificaciones. Se mezclaron 25 pL de sobrenadante del digerido con
975 uL de una solucién fresca de DPPH (0.024 g/L. en metanol), obteniendo un volumen final de
reaccion de 1.0 mL. Las mezclas se incubaron durante 60 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente, y posteriormente se midi6 la disminucién de la absorbancia a 515 nm utilizando un

espectrofotometro UV—Vis (Evolution 300LC, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

6.6.2.2 Ensayo ABTS

La actividad captadora de radicales ABTS<" se determin¢ siguiendo la metodologia descrita por
van den Berg et al. (1999), con ligeras modificaciones. La solucion stock de ABTS<* se prepard
mezclando 7 mM de ABTS con 2.45 mM de persulfato de potasio (1:1 v/v) y dejandola reposar de
12 a 16 horas en oscuridad a temperatura ambiente para permitir la formacién completa del radical.

La solucion de trabajo se obtuvo diluyendo 2.5 mL de la solucion stock con etanol hasta alcanzar

una absorbancia de 0.70—0.80 a 734—735 nm.

Para el analisis, 20 pL de sobrenadante no diluido se mezclaron con 980 pL de la solucion de
trabajo de ABTSe" (volumen final 1.0 mL), se incubaron durante 7 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente y se midid la disminucion de la absorbancia a 734-735 nm en el

espectrofotometro UV—Vis (Evolution 300LC, Thermo Scientific, EE. UU.).

6.6.2.3 Curva de calibracion y expresion de resultados

La curva de calibracion para ambos métodos se prepard a partir de una solucion stock de Trolox
~1 mM (0.0025 g en 10 mL de metanol). Se tomaron alicuotas de 100, 200, 400, 600, 800 y 1000
uL, 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 utilizé como blanco. Las curvas de
calibracion se construyeron relacionando la absorbancia obtenida con la concentracion de Trolox

expresada en pM.

La actividad antioxidante se calcul6 a partir de la concentracion equivalente de Trolox obtenida
mediante la ecuacion de regresion 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 digestion in vitro, y se expresaron como micromoles de equivalentes de Trolox por

gramo de materia seca (umol ET/g MS).

En cada ensayo se incluy6 un blanco enzimatico de la digestion in vitro, preparado siguiendo todo
el procedimiento estandar (preparacion de fluidos, ajustes de pH y tiempos de incubacién), pero
sin adicion de muestra. Este blanco permitié cuantificar la absorbancia atribuible a los reactivos y
enzimas digestivas por si solas, la cual se restd de la absorbancia de las muestras digeridas para
obtener la respuesta neta derivada exclusivamente de la muestra. Esta correccion se aplico a los
datos de contenido fendlico total y actividad antioxidante (ABTS y DPPH). Los valores del blanco
no se incluyeron en el analisis estadistico (ANOVA), ya que no corresponden a formulaciones

experimentales reales.

6.6.3 Antocianinas monomeéricas totales

El contenido total de antocianinas monoméricas se cuantifico mediante el método diferencial de
pH descrito por Giusti y Wrolstad, (2001). Para la extraccion, 0.5 g de muestra finamente molida
(harinas crudas, extruidos sin expansion y extruidos expandidos) se mezclaron con 5 mL de etanol
acidificado (0.1 % HCI, v/v) y se sometieron a sonicacion durante 20 min a < 20 °C.
Posteriormente, los extractos se centrifugaron a 4700 x g durante 10 min a 14 °C, y el sobrenadante

se filtrd a través de filtros de jeringa de 0.22 pm.

Para el analisis espectrofotométrico, alicuotas del extracto se diluyeron 1:3 con etanol acidificado
(50 pL de extracto + 150 uL de etanol acidificado) y se completaron a 1.0 mL con tampdn cloruro
de potasio 0.025 M (pH 1.0) o con tampdn 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 registro a
510y 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 calculdo mediante la ecuacion 10 (Ec. 10):
A = (As10 — A700)pu1.0 — (As10 — A700)pHas (Ec. 10)

El contenido de antocianinas se expresd en equivalentes de cianidina-3-glucosido (C3GE)
utilizando un peso molecular (MW) de 449.2 g/mol y un coeficiente de extincion molar (¢) de

26,900 L/mol-cm de acuerdo con la ecuacion 11 (Ec. 11):
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AXMWXDFxX1000
exl

Antocianinas (mg C3GE/L) = (Ee. 11)

donde DF es el factor de dilucion y / 1a longitud de celda (1 cm). Los resultados se reportaron como
mg C3GE/100 g de materia seca (mg C3GE/100 g MS). Todos los andlisis se realizaron por

triplicado, protegiendo las muestras de la luz.

6.6.4 Determinacion de acido fitico

El contenido de acido fitico se determind 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 analisis. En ambos casos, las muestras fueron tamizadas para

obtener una harina fina y homogénea previo a su analisis.

Para la extraccion, se pesaron 0.5 g de muestra molida y se adicionaron 10 mL de HCl al 2.4%. Las
muestras se mantuvieron bajo agitacion orbital a 220 rpm durante 16 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, los extractos se centrifugaron a 1000 x g durante 20 min a 10 °C y el sobrenadante
obtenido se transfirio a un tubo que contenia 1 g de NaCl. La mezcla se agité a 350 rpm durante
20 min a temperatura ambiente y posteriormente se mantuvo a —20 °C durante 20 min para
favorecer la precipitacion de compuestos interferentes. Las muestras se centrifugaron nuevamente
a 1000 x g durante 20 min a 10 °C. El sobrenadante recuperado se sometié a una tercera
centrifugacion bajo las mismas condiciones con el fin de mejorar la clarificacion del extracto.

Finalmente, el sobrenadante se filtré mediante filtros de membrana de 0.45 um.

Para la cuantificacion, se mezclaron 3 mL del extracto filtrado con 1 mL de reactivo de Wade,
preparado fresco antes de cada analisis y compuesto por 0.03% de FeCls-6H20 y 0.3% de acido
sulfosalicilico. La mezcla se homogenizo6 en vortex durante 30 s y se transfirio a una celda para la
determinacion espectrofotométrica. La absorbancia se registr6 a 500 nm utilizando un
espectrofotometro UV-Visible (Evolution 300, Thermo Scientific, EE.UU.). La cuantificacion se
realizd mediante una curva estandar 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 acido fitico por 100 g de

muestra en base seca.
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6.7 Objetivo particular 5: Analisis microestructural

6.7.1 Evaluacion de cambios en el perfil proteico mediante electroforesis SDS-PAGE

El perfil de péptidos de bajo peso molecular se evalué mediante electroforesis unidimensional
desnaturalizante en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS—PAGE), empleando
un sistema de tampon discontinuo de acuerdo con Laemmli, (1970), con modificaciones basadas
en Xing et al. (2017) para mejorar la resolucién en el rango peptidico. Esta técnica permitid
visualizar cualitativamente los fragmentos proteicos y péptidos generados durante el
procesamiento térmico (extrusion y expansion por microondas) y la digestion gastrointestinal in

vitro simulada.

6.7.1.1 Preparacion de las muestras

Se analizaron las harinas crudas (maiz azul y frijol ayocote morado), los extruidos expandidos y
los digeridos correspondientes a las fases géstrica e intestinal obtenidos mediante el protocolo
INFOGEST. Las muestras no digeridas se prepararon pesando 3 g en balanza analitica (HR-250AZ,
AyD Weighing) y completando a 48 mL con los fluidos simulados (oral, gastrico e intestinal) en
sus respectivas proporciones, cambios de pH y sin enzimas digestivas. En todos los casos, las
suspensiones se homogeneizaron en un vortex para eliminar grumos y asegurar una distribucion

uniforme de proteinas y péptidos.

6.7.1.2 Preparacion 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 resolucion, con el fin de optimizar la
separacion 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 pL, se mezclaron en proporcion 1:2 con buffer de muestra
conteniendo B-mercaptoetanol, y se calentaron a 95 °C por 4 min para desnaturalizar las proteinas.
Se cargaron 22 uL por carril y 16 puL de marcador de peso molecular (BIO BASIC® wide range

protein molecular weight marker) como referencia.

La electroforesis se realizo en un sistema de electroforesis vertical de una cara (Thermo Scientific
Owl P81 Single-Sided Vertical Electrophoresis System) con un sistema de tampon discontinuo. Se
aplicé inicialmente un voltaje de 60 V hasta que el frente migratorio alcanzo el gel de resolucion,

posteriormente se increment6 a 120 V hasta completar la corrida.
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6.7.1.3 Tincion y analisis de bandas

Los geles se tifieron toda la noche con una solucion de azul Coomassie (0.1% en 45% metanol y
45% 4cido acético glacial) con agitacion constante (80 rpm). El destenido se realiz6 con solucion
metanol-agua—acido acético (50:45:5) hasta eliminar completamente el fondo. Finalmente, se

enjuagaron con agua destilada para obtener bandas nitidas correspondientes a proteinas y péptidos.

6.7.1.4 Analisis de imagenes

Los eles tefiidos fueron escaneados y analizados con el software GelAnalyzer 26.1 (Istvan, 2026)
para identificar diferencias cualitativas en el perfil electroforético y la distribucion 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 digestion gastrointestinal simulada. Los cambios observados se
analizaron comparativamente entre las muestras crudas y extruidas, considerando las diferentes
formulaciones evaluadas, con el proposito de describir las modificaciones en el perfil proteico

asociadas al procesamiento y a la digestion in vitro.

6.7.2 Microscopia Electronica de Barrido

El analisis microestructural mediante microscopia electronica de barrido (SEM) se realiz6 para
caracterizar las modificaciones en la matriz de las formulaciones extruidas y expandidas en
comparacion con sus materias primas. Se analizaron muestras de maiz azul, frijol ayocote, mezclas
sin extruir y formulaciones extruidas antes y después del proceso de expansion por microondas.
Todas las muestras fueron molidas y tamizadas hasta obtener un tamafio de particula inferior a
malla 170 (88 um) y se ajustaron a un contenido de humedad aproximado del 5 % previo al analisis.
Las muestras se montaron sobre soportes metalicos mediante cinta de carbono conductiva y se
recubrieron con una fina capa de oro utilizando un evaporador Denton Vacuum Desk II bajo alto
vacio. Posteriormente, se examinaron en un microscopio electronico de barrido JEOL JSM-5800LV
(Akishima, Japon), equipado con detector de electrones secundarios y operado a un voltaje de
aceleracion de 10 kV. Se obtuvieron micrografias de al menos tres campos por muestra a diferentes

aumentos para su posterior analisis cualitativo.

6.7.3 Difraccion de rayos X

El anélisis por difraccion de rayos X (XRD) se realizé para caracterizar las modificaciones
estructurales inducidas por los procesos de extrusion y expansion. Se analizaron muestras de las
materias primas (maiz azul y frijol ayocote) y de formulaciones extruidas representativas. Las
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determinaciones se realizaron en un difractometro X Pert Pro-MRD (Malvern Panalytical, Reino
Unido), operado a 40 kV y 35 mA, utilizando radiaciéon Cu-Ka con una longitud de onda de
0.154056 nm. Los patrones de difraccion se registraron en un intervalo de angulo 26 de 5° a 30°,
con una velocidad de adquisicion de 0.5° s'. Posteriormente, la posicion e intensidad relativa de
los principales picos de difraccién se analizaron mediante el software Xpowder (version
2004.04.70), comparandolos 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 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

El andlisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) se realiz6 en
muestras de las distintas formulaciones extruidas y expandidas por microondas de maiz azul y frijol
ayocote para evaluar las modificaciones estructurales inducidas por el procesamiento. Los
espectros se obtuvieron utilizando un espectrometro PerkinElmer ATR-FTIR (PerkinElmer,
Norwalk, EE. UU.) equipado con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR). Las
mediciones se realizaron en un intervalo de nimero de onda de 4000 a 650 cm™, con una resolucion
de 4 cm™ y un promedio de 10 escaneos por muestra, siguiendo la metodologia descrita por Neder-
Suérez et al. (2024). Posteriormente, los espectros se analizaron comparando las principales bandas

caracteristicas del almidon y de las proteinas entre las diferentes formulaciones.

6.8 Objetivo particular 6: Evaluacion sensorial

El disefio experimental de la evaluacion sensorial se establecid con base en la metodologia descrita
por Neder-Suarez et al. (2024), realizando las adecuaciones necesarias para las caracteristicas del
producto y los objetivos del presente estudio. La evaluacion sensorial se realizo con el proposito
de determinar la aceptabilidad de botanas extruidas de tercera generacion elaboradas a partir de
maiz azul (Zea mays) enriquecido con frijol ayocote (Phaseolus coccineus). Se evaluaron cuatro
formulaciones: un control elaborado con 100 % de maiz azul y tres formulaciones con sustitucion
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 expansion previamente estandarizadas.

Participaron 81 consumidores no entrenados, mayores de 18 afios y sin alergias conocidas al maiz
o a leguminosas, quienes aceptaron participar voluntariamente mediante la firma de un

consentimiento informado (Apéndice 12.1). La evaluacion se realiz6 en una sola sesion en el
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Laboratorio de Evaluacion Sensorial de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon (UANL), en cabinas individuales con iluminacién blanca y temperatura

ambiente controlada (22 £ 2 °C).

Cada muestra consistié en una porcion de tres piezas de botana y se presentd en recipientes
plasticos codificados con numeros aleatorios de tres digitos, asignando dos co6digos independientes
para cada formulacion con el fin de minimizar posibles sesgos de reconocimiento. El orden de
presentacion de las muestras fue aleatorizado y se proporciond 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 hedonica estructurada de siete puntos (1 =
extremadamente desagradable; 7 = extremadamente agradable). Al concluir la evaluacion, se
solicitd identificar la muestra de mayor preferencia y responder tres preguntas adicionales
relacionadas con el efecto de conocer los ingredientes sobre la percepcion del producto, asi como

con la disposicion 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 multiples mediante la prueba de
rangos con signo de Wilcoxon con correccion de Bonferroni. En todos los casos se considerd un

nivel de significancia de o = 0.05.

6.9 Analisis estadistico

Los datos experimentales se expresaron como media + desviacion estandar (DE). Previo al analisis
inferencial, se verifico 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 andlisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias,
segun el disefio experimental correspondiente a cada ensayo. Cuando se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0.05), las comparaciones multiples de medias se realizaron
mediante la prueba de Tukey HSD. Para la evaluacién sensorial, debido a la naturaleza ordinal de
los datos obtenidos mediante la escala hedonica, se empled la prueba no paramétrica de Friedman,
seguida de comparaciones multiples mediante la prueba de rangos con signo de Wilcoxon con
correccion de Bonferroni cuando fue necesario.
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El tamafo de muestra se establecid de acuerdo con la naturaleza de cada determinacién
experimental y se especifica en la metodologia correspondiente de cada ensayo. En términos
generales, los analisis fisicoquimicos y quimicos se realizaron por triplicado, mientras que las
pruebas instrumentales o de consumidores se efectuaron utilizando el ntimero de observaciones
requerido para cada metodologia. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS
Statistics version 27 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) y GraphPad Prism version 9 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). En todos los casos se consider6 un nivel de significancia de o =

0.05.
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VIL. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Objetivo particular 1: Elaboracion de extruidos

7.1.1 Desarrollo del producto y establecimiento de las condiciones de extrusion

El desarrollo de las botanas extruidas incluyé una etapa preliminar de optimizacion de las
formulaciones y condiciones de procesamiento, con el objetivo de establecer un protocolo que
permitiera obtener pellets con propiedades tecnologicas adecuadas para su posterior
caracterizacion. Este proceso se llevo a cabo entre 2022 y 2024 mediante cuatro etapas sucesivas,
ajustando progresivamente la composicion de las mezclas y las condiciones de extrusion, 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 maiz azul y frijol ayocote, utilizando como referencia la metodologia de Neder-
Sudrez 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 extrusion para la

elaboracion de botanas de tercera generacion a base de maiz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote
(Phaseolus coccineus 1.)

Lote
experimental

Objetivo de la etapa

Principal observacion

Decision adoptada

1. Desarrollo
inicial

Verificar la factibilidad de

elaborar pellets extruidos y

establecer una formulacion
base.

Se obtuvo un producto
tecnoldgicamente viable; el
analisis proximal indico la
necesidad de incrementar el

contenido proteico.

Reformulacion de las
mezclas aumentando la
proporcion de harina de frijol
ayocote.

I1. Ajuste del
proceso

Evaluar las nuevas
formulaciones bajo
condiciones modificadas de
extrusion.

Los pellets presentaron
superficie ampollada y
comportamiento tecnoldgico
inadecuado durante el secado y
la expansion.

Ajuste de las condiciones de
extrusion para obtener pellets
con superficie uniforme.

II1. Validacion
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 estabilizacion insuficiente
del producto.

Modificacion de las
condiciones de secado y
almacenamiento antes de

producir los lotes definitivos.

IV. Protocolo
definitivo

Establecer las condiciones
finales de elaboracion para
la produccion de las
muestras experimentales.

Se obtuvieron pellets con
superficie uniforme, adecuada
estabilidad fisica y
comportamiento tecnologico
reproducible.

Definicion del protocolo
definitivo de extrusion
empleado en todas las etapas
posteriores de
caracterizacion.

Las observaciones obtenidas en cada lote experimental permitieron establecer de manera progresiva el protocolo
definitivo de extrusién empleado para la elaboracion de todas las muestras analizadas en el presente estudio.
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Durante la segunda etapa se realizaron modificaciones en las condiciones de extrusion; sin
embargo, las condiciones reales de operacion no alcanzaron los valores programados, dando lugar
a pellets con superficie ampollada (Figura 5a). De acuerdo con la evaluacion técnica realizada
durante el proceso, esta morfologia dificultaba el secado y afectaba la capacidad de expansion del
producto, por lo que se efectuaron nuevos ajustes en las variables de procesamiento hasta obtener
pellets con superficie uniforme (Figura Sb).

Expansion por

microondas de pellet
ampollado

Figura 5. Morfologia de los pellets obtenidos durante el desarrollo del producto.
En la parte superior se muestran pellets con superficie ampollada y su expansion
por microondas. En la parte inferior se compara a) el producto obtenido durante
las corridas preliminares de extrusion y b) el producto obtenido bajo las
condiciones definitivas de procesamiento.

Una vez obtenidos pellets con caracteristicas superficiales adecuadas, se evalud su estabilidad
durante el almacenamiento. En esta etapa se identificaron problemas de estabilidad durante el
almacenamiento, evidenciando que las condiciones de estabilizacion atin requerian ajustes antes de

producir los lotes destinados a la caracterizacion 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 extrusion mediante
ajustes en las variables de operacion del equipo, incluyendo el perfil térmico, la velocidad de
tornillo y el suministro de agua, obteniéndose pellets con superficie uniforme y comportamiento
tecnologico reproducible. Las condiciones definidas durante esta etapa corresponden al
procedimiento descrito en la Seccion 6.3 y fueron empleadas para la elaboracion de todas las
formulaciones utilizadas en las determinaciones fisicoquimicas, tecnofuncionales, nutrimentales,

bioactivas y estructurales presentadas en los apartados siguientes.
7.2 Objetivo particular 2: Propiedades nutrimentales y tecnofuncionales

7.2.1 Proceso de expansion por microondas

La expansion por microondas estuvo influenciada significativamente tanto por el tiempo de
exposicion como por la formulacion (Tabla 8). En todas las formulaciones, el diametro de
expansion aumentd progresivamente durante el calentamiento, alcanzando los valores maximos
entre los 18 y 21 s. El andlisis de varianza de una via, seguido de la prueba HSD de Tukey (p <
0.05), evidenci6 diferencias significativas entre formulaciones para la mayoria de los tiempos
evaluados y un incremento progresivo del didmetro dentro de cada formulacion hasta alcanzar una
meseta entre los 20 y 21 s (Figura 6). De forma consistente, el ANOVA de dos vias (Apéndice
11.2) mostro6 efectos altamente significativos de la formulaciéon y del tiempo de exposicion (p <
0.001; n? parcial = 0.650 y 0.788, respectivamente), asi como una interaccion significativa entre
ambos factores (F(30,168) = 1.757, p = 0.014; n? parcial = 0.239), indicando que la respuesta al
calentamiento dependid de la composicion de la mezcla. En conjunto, el modelo explico el 85.5%

de la variabilidad observada (R? = 0.855; R? ajustado = 0.819).

El pellet elaborado tinicamente con maiz azul presentd la mayor expansion (4.40 + 0.08 mm),
seguido por las formulaciones con 10 y 45% de Phaseolus coccineus, cuyos valores fueron
estadisticamente comparables al control. En contraste, el frijol ayocote puro mostré el menor
didmetro de expansion y una estructura mas compacta y de menor volumen, mientras que las

formulaciones con mayor expansion presentaron una morfologia mas abierta y porosa (Figura 7).
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Tabla 8. Efecto del enriquecimiento con Phaseolus coccineus sobre la expansion por microondas de botanas extruidas de maiz azul (Zea mays) a

diferentes tiempos de exposicion (media + desviacion estandar).

Formulacion

mm de expansion a diferentes tiempos (s)

0s 9s 12 s 15s 18 s 20s 21s
Maiz azul 2.68 +£0.094 3.22+£0.36%8 3.92 £0.37%°C 4.13 +£0.13P 4.43 +£0.129 4.32 + 0.14¢4CD 4.40 £ 0.089°
Frijol ayocote 2.39 +£0.04% 2.88 £ 0.36%B 3.24 + 0.4428€ 3.32+0.1328C 3.54 + 0.08%€ 3.49 + (0.092€ 3.47 £ 0.10%¢
+10% frijol 2.54 +0.05%4 3.17 £0.2328 3.83 +£0.33%C 4.12 £ 0.09¢P 4.17 £ 0.11¢4¢P 4.42 +0.139° 4.38 +0.209°
+20% frijol 2.69 £ 0.04A 3.09 £0.18%B 3.39 £ 0.16%B 4.01 £0.15 4.05 +0.315C 4.15 + (0.07bcdC 4.17 +0.18¢C
+30% frijol 2.70 £ 0.054 2.88£0.10% 3.65 +0.12%B 3.69 £ 0.18%8 3.84 + 0.112BC 3.98 +0.13¢ 3.84 + 0.07BC
+40% frijol 2.61 £ 0.04%A 2.94 +£(0.23%4 3.41 £0.29%8 3.93 £ (.14%C 4.05 + 0.145C 4.03 +0.18>C 4.00 + 0.18>C
+45% frijol 2.67 £0.04 3.08 +0.11%B 3.67 +0.16%¢ 3.95+0.13bD 4.24 + 0.06%F 4.33 £ 0.209 4.19 + 0.10°dDE

Los valores representan el didmetro de expansion (mm) a cada tiempo de exposicion en microondas (0-21 s). Las mediciones se realizaron en tres puntos de cada extruido
(centro y ambos extremos). Las letras mintisculas en superindice indican diferencias significativas entre formulaciones dentro de la misma columna, mientras que las letras
mayusculas sefialan diferencias entre tiempos de microondas dentro de la misma formulacién (p < 0.05, prueba HSD de Tukey). Cada media corresponde a cinco repeticiones
(n=35)
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El incremento progresivo del didmetro durante el calentamiento corresponde al comportamiento
caracteristico de las botanas de tercera generacion, donde la répida vaporizacion del agua retenida
genera presion interna suficiente para deformar la matriz viscoelastica y promover el crecimiento
de las celdas hasta que la rigidizacion estructural limita la expansion. Moraru y Kokini (2003)
atribuyeron este fenomeno al equilibrio entre la presion de vapor y la resistencia mecénica de la
matriz, mientras que Tovar-Jimenez et al. (2016) y Vicente-Jurado et al. (2024) sefialaron que una
adecuada gelatinizacion durante la extrusion y la capacidad del pellet para almacenar presion antes
de la transicion de estado vitreo a gomoso son determinantes para lograr una expansion uniforme.
En el presente estudio, el maximo de expansion se alcanzd entre los 20 y 21 s, ligeramente antes
de los ~26 s reportados por Neder-Suarez et al. (2021) para pellets de maiz azul, frijol negro y
acelga, diferencia atribuible a la composicién de las formulaciones, el contenido residual de
humedad y las condiciones de extrusion, factores que modifican la velocidad de generacion de

vapor y la plastificacion de la matriz durante el calentamiento.
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Figura 6. Cinética de expansion por microondas de pellets extruidos de maiz azul y formulaciones enriquecidas con
Phaseolus coccineus. Las barras muestran el diametro promedio del extruido (mm) medido a 0, 9, 12, 15, 18,20 y 21
segundos de exposicion en microondas (n = 5; media = DE). Las barras correspondientes a 0 segundos representan el
pellet sin expansion por microondas. El eje y se trunca en 2 mm, equivalente al didmetro de la matriz; por lo tanto, los
valores por encima de esta linea base representan el diametro del pellet en relacion con la matriz, y los incrementos
desde 0 s hacia tiempos posteriores representan la expansion inducida por microondas. Los superindices indican
diferencias significativas (ANOVA de una via, prueba HSD de Tukey, p < 0.05): maytsculas = diferencias entre
tiempos dentro de cada formulacion.
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La disminucién de la expansion conforme aumenta el contenido de proteina y fibra ha sido
ampliamente documentada y se atribuye a la reduccion de la fraccion de almidén disponible para
gelatinizar, asi como al incremento de la rigidez de la matriz, limitando el crecimiento y la
estabilizacion de las burbujas de vapor (Altan et al., 2009a). Resultados similares fueron descritos
por Delgado-Nieblas ef al. (2012) en mezclas maiz y frijol y por Alam ef al. (2016) en sistemas
cereal con leguminosa, quienes demostraron que la respuesta expansiva depende de la interaccion
entre almidon, proteina, fibra y las condiciones de humedad y temperatura de extrusion. Asimismo,
Pasqualone ef al. (2020) concluyeron que la expansion esta determinada por el equilibrio entre la
composiciéon de la matriz y las condiciones de procesamiento mas que por el porcentaje de

leguminosa incorporado.

W oul O VY o

Tiempo aplicado en microondas (s)

0% 100% 10% 20% 30% 40% 45%
Formulacion (% de frijol)

Figura 7. Comparacion fotografica de botanas extruidas de maiz 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 maxima expansion.
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En este contexto, resulta particularmente relevante que la formulacion con 45% de Phaseolus
coccineus alcanzara una expansion comparable al control elaborado exclusivamente con maiz azul.
Este comportamiento, contrario a la tendencia generalmente descrita para matrices enriquecidas
con leguminosas, sugiere que las condiciones de extrusion favorecieron una adecuada
plasticizacion, redistribucion de la humedad y desarrollo de una matriz capaz de retener la presion
interna durante el calentamiento, compensando parcialmente el efecto esperado del incremento en
proteina y fibra. Esta interpretacion 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 presion antes del calentamiento, ademas de su composicion quimica. En contraste, el
frijol ayocote puro present6 la menor expansion durante todo el ensayo, resultado consistente con
su menor contenido de almidon gelatinizable y mayor proporcion de proteinas y fibra estructural,
componentes que incrementan la resistencia mecéanica de la matriz y restringen el crecimiento de
las celdas de vapor. De forma similar, Osuna-Gallardo et al. (2023) reportaron que la extrusion del
frijol ayocote modifica la estructura del almidén y las proteinas e incrementa el indice de absorcion
y solubilidad en agua, pero no genera una matriz tan eficiente para la expansion como la obtenida

en sistemas dominados por cereales ricos en almidon.

En conjunto, los resultados demuestran que la expansién por microondas estuvo determinada por
la interaccidon entre la formulacion y las transformaciones estructurales inducidas durante la
extrusion. Mas que depender exclusivamente del contenido de Phaseolus coccineus, la respuesta
expansiva estuvo gobernada por la capacidad de la matriz para almacenar presion de vapor y
desarrollar una estructura estable durante el calentamiento, lo que permiti6 incorporar hasta 45%
de frijol ayocote sin comprometer significativamente la capacidad de expansion cuando las

condiciones de extrusion favorecieron el desarrollo de una arquitectura adecuada.

7.2.2 Indice de expansion, densidad aparente, textura, indice de absorcion de agua e indice

de solubilidad en agua

La incorporacion de Phaseolus coccineus y la expansion por microondas modificaron
significativamente las propiedades fisicoquimicas y tecnofuncionales de las botanas extruidas
(Tabla 8). En términos generales, la expansion incrementd el indice de expansion (IE) y el indice

de absorcion 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 indice de solubilidad en agua (WSI) aument6 conforme

se incremento la proporcion de frijol.

Antes de la expansion, el IE de los pellets oscil6 entre 1.20 + 0.02 y 1.35 + 0.02, correspondiendo
el valor mas bajo al frijol ayocote. Después del tratamiento por microondas, todas las formulaciones
incrementaron significativamente su expansion, alcanzando valores entre 1.64 +0.23y 2.21 £0.07,
siendo la formulacion con 10% de frijol la que presentd el mayor IE, mientras que el frijol ayocote
conservo el menor. Este comportamiento estuvo acompafiado por una disminucion marcada de la
densidad aparente, la cual pas6é de 1249.33—1683.83 kg-m™ en los pellets extruidos a 380.91—
604.42 kg-m en los productos expandidos.

El control de maiz azul present6 los mayores valores de dureza y fracturabilidad antes y después
de la expansion, mientras que el frijol ayocote mostr6 la menor resistencia mecénica,

manteniéndose diferencias significativas entre formulaciones (p < 0.05).

En las harinas sin extruir, tanto el WAI como el WSI aumentaron conforme se incremento la
proporcion de P. coccineus. En los productos expandidos, el WAI alcanzo6 su valor maximo en la
formulacion con 10% de frijol (5.13 = 0.06 g-g'), mientras que el frijol ayocote presento el valor
mas bajo (4.17 £ 0.12 g-g™"). En contraste, el WSI aument6 progresivamente desde 4.01 = 0.39%
en el control de maiz azul hasta 15.03 + 0.39% en la formulacion elaborada exclusivamente con

frijol.
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Tabla 8. Efecto del enriquecimiento con Phaseolus coccineus sobre el indice de expansion, la densidad aparente, la textura y las propiedades
de hidratacion de botanas extruidas de maiz azul (Zea mays), antes y después de la expansion por microondas (media & desviacion estandar)

Muestras extruidas

Muestras extruidas con expansién por microondas

Formulacién Densidad aparente Fracturabilidad WAI WSI Densidad aparente Fracturabilidad WAI WSI

' (kg'm) S () &g %) " (kgm) Sty () ee) %)
Maiz azul 1.34+0.04¢ 1249.33 £53 47* 14.41+224¢ 1126 £4.26¢ 2.56+0.04° 9.45+0.33* 2.16+0.07° 436.58 +29.06® 9.76 £3.39° 6.59+3.01° 478+£0.04 4.01+0.39*
Frijol ayocote 1.20+0.02* 1350.35+74.45* 2.88+0.56 2.334+0.89° 3.04+0.10¢°  21.08+021" 1.64+0.23° 604.42 £63.63° 3.87+0.79 2.83+1.54° 4.17+0.12 15.03+0.39°
+10% frijol 127+0.03° 1683.83 £69.25¢ 7.89+1.04¢ 6.69+2.30° 267+0.05°  1052+0.18° 2214007 38091 £24.41* 6.56+121° 5.16+2.14% 5.13£0.06° 4.82+0.36"
+20% frijol 1.34+0.02° 1309.26 + 84.86" 7.83+0.81¢ 6.82+2.46 2.74+0.04* 11.45+0.23¢ 2.08+0.04° 480.18 +20.16® 4.74+0.58 3.90+1.55® 474+0.01° 6.46+0.40°
+30% frijol 1.35+0.02¢ 1263.62 +78.93" 6.78 £0.74° 5.73+£227° 279+£005*  1237+027¢ 1.99+0.07 495.77 +44.05% 4.53+0.67 333+1.84* 4.80+0.04 8.53+£0.70°
+40% frijol 1.31+0.02% 1529.42 +112.82° 5.69+1.10° 552+137° 2.83+0.03° 1345+0.33° 2.02+0.09 53237 +62.15® 4.32+0.80° 2.99+1.68 487+0.11° 8.87+£047°
+45% frijol 1.34+0.02¢ 1283.05 +34.09° 6.17+1.15* 577+1.58 2.85+0.02° 13.99+0.17° 2.16+0.10° 395.40+69.18* 4.35+0.84° 3.63+1.51® 4.77+0.16° 12.75+0.57¢

Cada valor representa la media + desviacion estdndar de las mediciones realizadas. El indice de expansion (IE), la densidad aparente y la cinética de expansion por microondas se
determinaron con cinco repeticiones por tratamiento (z = 5); los parametros de textura (dureza y fracturabilidad) se evaluaron con veinticinco repeticiones (n = 25); el indice de absorcion
de agua (WAI) y el indice 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 expansion 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 superindice 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 indice de expansion acompafiado por la disminucion de la densidad aparente
confirm6 que la incorporacion de Phaseolus coccineus modifico 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-Sudrez et al. (2021), mientras que las densidades aparentes de los productos
expandidos (0.381-0.604 g-cm™) se encontraron dentro del intervalo descrito por Altan et al.
(2009b) para extrudidos de cebada (0.278—0.553 g-cm™). Asimismo, la relacion inversa entre el
indice de expansion y la densidad aparente coincidid con la fuerte correlacion negativa reportada
por Neder-Suérez et al. (2024) (r =—0.98) y con la tendencia descrita por Altan et al. (2009b) (» =
—0.479), confirmando que ambas propiedades constituyen pardmetros complementarios para
describir el desarrollo de la estructura celular durante la expansion. Moraru y Kokini (2003)
establecen que este comportamiento depende del equilibrio entre la presion de vapor generada
durante el calentamiento y las propiedades viscoelésticas del fundido, mientras que Alam et al.
(2016) senalan que, en sistemas cereal-leguminosa, la respuesta esta determinada por la interaccion
entre la composicion de la mezcla y las condiciones de extrusion, mas que por un porcentaje
universal de sustitucion. De manera consistente, Acurio et al. (2023) observaron que la expansion
por microondas incremento el volumen de pellets elaborados con tubérculos andinos, confirmando
la importancia del tratamiento térmico posterior a la extrusion. En conjunto, estos resultados
demuestran que, bajo las condiciones de procesamiento empleadas, fue posible incorporar hasta
45% de P. coccineus sin comprometer las caracteristicas estructurales requeridas para el desarrollo

de botanas de tercera generacion.

La expansion por microondas redujo significativamente la dureza y la fracturabilidad en todas las
formulaciones, reflejando el desarrollo de estructuras menos compactas y con menor resistencia
mecanica. Un comportamiento similar fue descrito por Kantrong et al. (2022) y Acurio ef al.
(2023), quienes atribuyeron la disminucion de la dureza y el desarrollo de productos mas ligeros y
crujientes a la formacion de una estructura celular mas uniforme durante el expandido. En el
presente estudio, aunque la formulacion con 10% de Phaseolus coccineus presentod
simultaneamente el mayor indice de expansién y una de las menores densidades aparentes, la
disminucion de la dureza no fue estrictamente proporcional al grado de expansion, lo que sugiere
que la respuesta mecanica también estuvo influenciada por la organizacion estructural de la matriz
generada durante la extrusion. En este sentido, Jacquet ef al. (2025) sefialan que las propiedades

texturales de productos extruidos dependen de la historia termomecanica del fundido y de las
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caracteristicas de las paredes celulares formadas durante el procesamiento. Asimismo, Delgado-
Nieblas et al. (2019) reportaron una fuerte correlacion positiva entre la densidad aparente y la
dureza (r = 0.93), confirmando que ambas propiedades estan estrechamente relacionadas, aunque
la resistencia mecanica final también depende de la composicion y de la organizacion de la

estructura expandida.

Las propiedades de hidratacion también reflejaron las modificaciones estructurales inducidas por
la extrusion y la expansion por microondas. El indice de absorcion de agua (WAI) de los productos
expandidos oscil6 entre 4.17 y 5.13 g-g™', valores comparables con los 4.02 g-g™! reportados por
Neder-Sudrez et al. (2021) en botanas de tercera generacion elaboradas con maiz azul, frijol negro
y acelga. En contraste, Altan ef al. (2009b) registraron valores de WAI entre 7.32 'y 7.70 g-g™' en
extrudidos de cebada sin diferencias significativas entre tratamientos, mientras que en el presente
estudio este pardmetro permitid discriminar entre formulaciones, evidenciando que la
incorporacion de Phaseolus coccineus modifico la capacidad de hidratacion de la matriz. Por su
parte, el indice de solubilidad en agua (WSI) aument6 conforme se incremento la proporcion de
frijol, alcanzando valores entre 4.01 y 15.03%, los cuales incluyeron el 10.69% informado por
Neder-Suarez ef 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 reflejé una mayor disponibilidad de
componentes solubles generados durante el procesamiento, fendémeno relacionado con la
desnaturalizacion de proteinas, la degradacion parcial del almidon y la presencia de polisacaridos
no amilaceos descritas por Neder-Sudrez et al. (2024) y Kantrong et al. (2022). En conjunto, ambas
propiedades demuestran que la incorporacion de P coccineus modifico el comportamiento
funcional de la matriz sin alterar el patron tecnoldgico esperado para botanas expandidas de tercera

generacion.

En conjunto, los resultados demuestran que la interaccion entre la formulacion y las condiciones
de procesamiento determiné las propiedades fisicas y funcionales de las botanas expandidas. La
evaluacion integrada del indice de expansion, la densidad aparente, la textura y las propiedades de

hidratacion permiti6é identificar formulaciones con hasta 45% de Phaseolus coccineus que
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mantuvieron caracteristicas tecnoldgicas comparables a las descritas para botanas de tercera

generacion.

7.2.3 Parametros de color

Los resultados correspondientes a los parametros de color CIELAB (L*, a*, b*) de las muestras
extruidas y extruidas con expansion se presentan en la Tabla 9. Se observaron diferencias
significativas entre formulaciones para los tres parametros cromaticos evaluados (p < 0.05),
evidenciando que tanto la incorporacion de Phaseolus coccineus como la expansion por
microondas modificaron la apariencia de los productos.

Tabla 9. Efecto del enriquecimiento con Phaseolus coccineus sobre los parametros de color CIELAB

(L*, a*, b*) de botanas extruidas de maiz azul (Zea mays), antes y después de la expansion por
microondas (media + desviacion estandar)

. Muestras extruidas con expansion por
Muestras extruidas P P

Formulaciéon microondas
L* a* b* L* a* b*

Maiz azul 18.01 £0.46°*  5.05+0.19° 0.02+0.01° 34.86 £0.38°  10.05+0.55" -0.48+0.11°
Frijol ayocote ~ 16.30 £0.21*  2.36+0.03* 1.34+0.11° 30.73£0.62%  7.41+0.12%*  8.52+0.39f
+10% frijol 21.00 £0.02¢  5.95+0.02f 1.29+0.02° 30.53+£0.33* 848+0.01° 1.67=+0.16"
+20% frijol 19.84 £0.56*  4.75+0.14 1.50+0.11% 3429 +£0.50% 8.04+0.11¢9  2.91+0.03¢
+30% frijol 18.38+0.34*  3.73+0.01° 1.38+0.07° 32.68+£0.76°¢  7.61+0.72°  3.56+0.044
+40% frijol 18.66 £ 0.40®  3.36+0.01> 1.68+0.09° 32.25+£1.49%  7.18£0.14>  4.16+£0.10°
+45% frijol 31.82+£0.78¢  6.86+0.11°  4.95+0.19¢ 17.37+0.01*  2.99+0.01*  1.50+0.02°

Las mediciones de color se realizaron por triplicado (n = 3) utilizando un espectrofotometro de reflectancia de triple
estimulo, bajo iluminacién D65 y condiciones de observador estandar 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 superindices dentro de cada columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0.05) segun la prueba HSD de Tukey.

En las muestras extruidas, la luminosidad (L*) oscilé entre 16.30 + 0.21 y 31.82 £+ 0.78,
correspondiendo el valor mas alto a la formulacion con 45 % de frijol, mientras que el frijol ayocote
puro present6 la menor luminosidad. Los valores de a* variaron entre 2.36 = 0.03 y 6.86 + 0.11,
con maximos en las formulaciones con 10 % y 45 % de frijol. El pardmetro b* permanecio positivo
en todas las formulaciones (0.02—4.95), mostrando una tendencia creciente conforme aumento la
proporcion de frijol. Después de la expansion por microondas, la mayoria de las formulaciones
incrementaron su luminosidad, alcanzando los valores mas altos el control de maiz azul (34.86 +
0.38) y las formulaciones con 20—40 % de frijol (32.25-34.29). En contraste, la formulacion con
45 % de frijol presentd una disminucion marcada de L* (17.37 = 0.01). Asimismo, el pardmetro a*

aumento en todas las formulaciones respecto a los pellets extruidos, mientras que b* present6 la
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mayor variacion entre tratamientos (—0.48 a 8.52), observandose el Unico valor negativo en el

control de maiz azul y el mayor valor positivo en el frijol ayocote.

La luminosidad fue el parametro cromdatico mas sensible al procesamiento, mostrando un
comportamiento contrastante entre la extrusion y la expansion por microondas. Mientras que la
formulacion con 45 % de Phaseolus coccineus presentd el mayor valor de L* antes de la expansion
(31.82 £ 0.78), después del calentamiento registr6 la menor luminosidad (17.37 £+ 0.01), en
oposicion al control de maiz azul, que alcanzo el mayor valor (34.86 = 0.38). Resultados similares
fueron descritos por Altan et al.,(2009), quienes observaron modificaciones significativas de los
parametros CIELAB durante la extrusion de mezclas cereal con vegetal como consecuencia de los
cambios fisicos 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 expresion visual del
color. En conjunto, estos antecedentes y los resultados obtenidos sugieren que la respuesta de L*
estuvo determinada por la interaccion entre la composicion de la formulacion y las modificaciones
estructurales inducidas por el procesamiento, mas que por el contenido de pigmentos considerado

de forma aislada.

Las coordenadas cromaticas a* y b* reflejaron una modificacion progresiva del equilibrio entre los
tonos caracteristicos del maiz azul y los aportados por el frijol ayocote. Después de la expansion,
el control presentd el mayor valor de a* (10.05 + 0.55), mientras que el frijol ayocote alcanzo el
mayor valor de b* (8.52 + 0.39), indicando un desplazamiento gradual hacia tonalidades mas
amarillas conforme aument6 la proporcion 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 extrusion modifica el balance cromdtico de productos enriquecidos con
ingredientes vegetales. En el presente estudio, estos cambios evidencian una transicion gradual
desde los tonos azul violaceos caracteristicos del maiz azul hacia tonalidades mas claras y

amarillentas conforme aument6 el contenido de frijol.

En conjunto, los resultados demuestran que la apariencia final de las botanas no dependid

exclusivamente del contenido de pigmentos aportados por el maiz azul y el frijol ayocote, sino
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también de los cambios fisicos inducidos por la extrusion y la expansion por microondas, los cuales
modificaron la interaccion de la luz con la matriz alimentaria. Esta interpretacion coincide con lo
descrito para otras botanas de tercera generacion, donde las propiedades Opticas representan la
respuesta conjunta entre la formulacion 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
caracteristica del maiz azul en las formulaciones con niveles intermedios de sustitucion, mientras

que la incorporacion del 45 % produjo la modificacion cromatica mas evidente del sistema.

7.2.4 Analisis proximal

La composicion proximal de las harinas crudas, las harinas y las mezclas extruidas de maiz azul y
Phaseolus coccineus se presenta en la Tabla 10. Se observaron diferencias significativas entre

tratamientos para todos los parametros evaluados (p < 0.05).

Tabla 10. Perfil nutrimental de harinas crudas y mezclas extruidas de maiz azul (Zea mays L.) y
frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.)

Composicion de la Humedad Minerales Proteina Lipidos Fibra dietética
mezcla (%) (%) (%) (%) total (%)

Maiz azul 10.15£0.05°  2.40 +0.04° 8.80 £ 0.01° 3.30 £0.06° 10.45 +£0.58*
Maiz azul extruido 15.80 £0.12°  1.62+0.02* 8.89 +£0.03? 1.50 +0.05 10.72 + 0.60?
Frijol ayocote 9.55+£0.10% 530+0.06"  20.45+0.08¢ 1.68 +0.12¢ 21.60 + 1.20°
Frijol ayocote extruido 16.10 £0.18"  4.95+0.03° 21.21+0.07" 0.65 +0.05* 22.65 £ 0.42°
+10% frijol 1425+0.09° 1.80+0.11*  10.12 +0.03" 1.85 +0.04¢ 11.60 £ 0.70%®
+20% frijol 14.45+£0.08¢ 2.15+0.15° 11.35+0.03¢ 1.55+£0.07¢ 13.10 £ 0.52%¢
+30% frijol 14.60 £0.10¢  2.48 £0.04°  12.49 +0.03¢ 1.30 +£0.05° 14.15 +0.50¢
+40% frijol 1430 £0.18°  2.92+£0.06° 13.82+0.03°  1.40 +0.04b° 15.40 £ 0.38¢%
+45% frijol 14.95+£0.09¢  3.12+0.15¢ 1443 £0.04" 1.20 £ 0.06° 16.00 + 0.35¢

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar de determinaciones por triplicado. Letras superindice
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 maiz y frijol que en sus respectivas materias
primas, mientras que las mezclas extruidas presentaron valores intermedios. En contraste, el
contenido de lipidos disminuy6 después de la extrusion en ambas materias primas y se mantuvo

bajo en todas las formulaciones mezcladas, registrandose el valor minimo en el frijol ayocote

extruido (0.65 % 0.05%).

La incorporacion de P. coccineus incrementd progresivamente el contenido de minerales, proteina
y fibra dietética total. El frijol ayocote presentd los mayores valores de estos componentes tanto en

estado crudo como extruido, mientras que el maiz azul mostréo los menores. En las mezclas

67



extruidas, la proteina aumentd de 10.12 + 0.03% en la formulacion con 10% de frijol a 14.43 +
0.04% con 45% de sustitucion, acompafiada por incrementos graduales en minerales y fibra
dietética total, esta tlltima de 11.60 + 0.70% a 16.00 =+ 0.35% conforme aumento la proporcion de

frijol.

Las diferencias observadas entre las materias primas crudas y extruidas indican que el
procesamiento afectd principalmente la distribucion y disponibilidad de algunos componentes de
la matriz, mas que su composicion quimica global. La humedad aument6 ligeramente después de
la extrusion, particularmente en los controles de maiz 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 retencion y redistribucion de agua en matrices con
elevado contenido de proteinas y fibra durante el enfriamiento y la estabilizacion posterior a la
extrusion. En este estudio, las diferencias de humedad entre formulaciones fueron reducidas, lo que
sugiere que el incremento observado respondid principalmente a la incorporacion de agua durante
el proceso y a la capacidad de la matriz para retenerla, méas que a cambios en la organizacion fisica

de la matriz durante el procesamiento.

El efecto del procesamiento fue mas evidente en el contenido de lipidos, particularmente en el frijol
ayocote, cuya fraccion lipidica extraible disminuyo de 1.68% a 0.65% después de la extrusion. Este
comportamiento se ha atribuido a la formacion de complejos amilosa y lipido e interacciones
proteina y lipido inducidas por la temperatura y la cizalla, las cuales reducen la extraccion por
solventes sin implicar necesariamente una pérdida real de grasa (Tan et al., 2025; Zhuang et al.,
2022). En contraste, el contenido total de proteina permanecidé practicamente inalterado, en
concordancia con estudios que indican que la extrusion moderada conserva su contenido
cuantitativo, aunque puede inducir desnaturalizacidn, agregacién y cambios conformacionales (Fu
et al., 2024; Salazar-Villanea et al., 2016; S. Singh et al., 2007). En conjunto, estos resultados
indican que la extrusiéon modificé principalmente la extractabilidad de los lipidos, mientras

preservo el contenido proteico de las materias primas.

La incorporacion de Phaseolus coccineus produjo un incremento progresivo en el contenido de
proteina, minerales y fibra dietética total, confirmando el valor del ayocote como ingrediente para
el enriquecimiento nutricional de matrices basadas en maiz azul. El contenido de proteina aumento

de 10.12% en la formulacion con 10% de frijol a 14.43% con 45% de sustitucion, mientras que la

68



fibra dietética total se incrementd de 11.60% a 16.00%, acompaniada por un aumento gradual en el
contenido de minerales. Este comportamiento coincide con lo reportado por Cotacallapa-Sucapuca
etal. (2021), quienes observaron incrementos significativos en proteina y fibra tras la
incorporacion de leguminosas en productos extruidos, atribuidos a la elevada densidad nutricional

de estos ingredientes mas que al efecto del procesamiento.

Mas que al procesamiento, el enriquecimiento observado respondid a la composicion del ayocote,
la extrusion no comprometio la conservacion de estos componentes. En el caso de los minerales,
las variaciones reportadas tras el procesamiento suelen atribuirse a cambios en la extractabilidad
mas que a pérdidas reales (Adepeju et al., 2024). Por su parte, el incremento cuantitativo de fibra
representa una ventaja nutricional; sin embargo, la extrusion puede modificar simultineamente su
organizacion estructural, favoreciendo la transformacion parcial de fracciones insolubles en
componentes mas solubles y de menor peso molecular (Al Faruq et al., 2025; Naumann et al.,
2021). Estos resultados demuestran que la incorporacion de P. coccineus mejord el perfil
nutrimental de las formulaciones sin comprometer la conservacion de sus principales componentes

durante el procesamiento.

En conjunto, los resultados demuestran que la composicion proximal de las botanas estuvo
determinada por la interaccion entre la formulacion y el procesamiento por extrusion. Mientras la
extrusion preservd la composicion de los principales nutrientes y modifico principalmente la
disponibilidad de humedad y la extractabilidad de los lipidos, la incorporacion de Phaseolus
coccineus mejoro6 el perfil nutrimental de las formulaciones. Estos hallazgos confirman el potencial
de la combinacion maiz 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 aminoacidos, puntaje de aminoacidos, aminoacido limitante y relacion de
eficiencia proteica estimada

Los resultados del perfil de aminoéacidos de las harinas crudas, harinas extruidas y mezclas maiz y
frijol se presentan en la Tabla 11. Se observaron diferencias entre materias primas y formulaciones
en la concentracion de aminodcidos esenciales y no esenciales, reflejando el efecto de la

incorporacion de Phaseolus coccineus y, en menor medida, del procesamiento por extrusion.
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Tabla 11. Perfil de aminoacidos y calidad de la proteina de harinas crudas, harinas extruidas y mezclas maiz—frijol, expresado en g/100 g de proteina, en comparacion con
el patron de referencia de la FAO (2013) para nifios mayores, adolescentes y adultos.

Formulaciones
Aminoacido (g / Maiz azul al;g‘é‘(‘)’t'e +10% frijol +20% frijol +30% frijol +40% frijol +45% frijol  FAO
100g de proteina) Raw  Extr. Raw  Extr. Raw  Extr. Raw  Extr Raw  Extr. Raw  Extr. Raw  Extr. (2013)
Ile 1.94  2.12 2.81 2.65 2.08 2.20 221 2.28 2.31 2.34 241 240 245 243 3.0
Leu 6.59  7.45 6.17  5.68 6.52  7.16 6.46 691 6.41 6.69 636  6.50 634 641 6.1
Lys 1.76 1.81 3.64 3.44 2.07  2.07 234 231 2.58 251 2.78  2.69 2.88  2.77 4.8
Met+Cys' 3.02  4.12 1.57 1.73 278  3.73 257  3.39 239 3.09 223 283 2.16  2.71 23
Phe+Tyr? 7.78  10.09 920 8.74 8.02 9.87 822  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
Trp? - - - - - - - - - - - - - - 2.5
Val 2.05  2.68 298 298 220 272 234 277 245  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 1531 15.33 14.89 15.98 14.70 16.27 1.6
Arg! 237 282 4.18  4.17 2.67  3.04 293 323 3.15  3.40 335 355 344 3.62 -
Ala 338  3.53 3.66 245 343 335 347  3.20 3.50  3.06 3.54 294 3.55  2.89 -
Asp 398  4.61 8.63 7091 475  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 1436  15.94 14.17 15.60 14.01 15.30 13.86 15.04 13.80 14.92 -
Gly 438 4.19 6.61 4.32 475 421 507 4.23 535 425 559 426 570 427 -
Ser 348  3.01 420 4.62 3.60 3.27 3.70  3.50 3.79  3.70 3.87  3.88 3.91 3.96 -
i?::il:::izldo Lys Lys l\é;t;r Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys -
AAS 037  0.38 0.68 0.72 043 043 049 048 0.54  0.52 0.58  0.56 0.60  0.58 -
E-PER 2.02 218 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 proteina. Los valores de referencia de la FAO (2013) se convirtieron de mg/g de proteina requerida a g/100 g de proteina para facilitar
la comparacion. 'SAA: aminoacidos azufrados; 2AAA: aminoacidos aromaticos; *Trp: no fue determinado en las muestras experimentales; “*Arg: considerado semi-esencial.
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Entre los aminoécidos esenciales, la suma de fenilalanina + tirosina, treonina y leucina present6 las
mayores concentraciones en la mayoria de las muestras y supero6 los valores de referencia establecidos
por la FAO (2013), mientras que isoleucina y valina permanecieron por debajo del patrén de
referencia en practicamente todas las formulaciones. La lisina fue el aminoacido limitante en todas
las formulaciones basadas en maiz, mientras que en el frijol ayocote crudo el aminoacido limitante
correspondid a los aminoacidos azufrados (metionina + cisteina). El contenido de lisina aumento
progresivamente con la incorporacion de frijol, pasando de 1.76 a 2.88 g/100 g de proteina, mientras
que la concentracion de metionina + cisteina disminuyd gradualmente, evidenciando la

complementariedad caracteristica entre proteinas de cereales y leguminosas.

El puntaje de aminoacidos (AAS) mostré una mejora progresiva conforme aumentd el nivel de
sustitucion con frijol, incrementandose de 0.37 en el maiz azul hasta 0.60 en la formulacidén con 45%
de frijol, mientras que el frijol ayocote presentd los valores mas altos (0.68—0.72). Por su parte, la
relacion de eficiencia proteica estimada (E-PER) oscil6 entre 1.60 y 2.18, con valores intermedios en

las mezclas maiz—frijol y diferencias moderadas entre muestras crudas y extruidas.

La extrusion produjo modificaciones puntuales en la concentracion relativa de algunos aminoacidos;
sin embargo, el patrén general de calidad proteica se conservd. Las formulaciones extruidas
mantuvieron la lisina como aminodcido limitante y conservaron la tendencia de incremento del
contenido de lisina y del AAS conforme aumentd la proporcion de P. coccineus, sin cambios

importantes en los valores estimados de E-PER.

La calidad del perfil aminoacidico estuvo determinada principalmente por la complementariedad
nutricional entre el maiz azul y el frijol ayocote. La incorporacion de Phaseolus coccineus incremento
el contenido de lisina y redujo proporcionalmente los aminodcidos azufrados, reflejando la
complementariedad caracteristica entre proteinas de cereales y leguminosas descrita por Samtiya
et al. (2020). Este comportamiento coincide estrechamente con lo reportado por Neder-Suarez et al.,
(2024), quienes observaron incrementos de lisina de 1.98 a 2.42 g/100 g de proteina conforme la
incorporacion de frijol negro aumentd de 11 a 33%, manteniéndose la lisina como aminoacido
limitante en todas las formulaciones. Asimismo, Ayala-Rodriguez et al., (2022) identificaron a los
aminoacidos azufrados como limitantes en proteinas 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 aminoacidicas, mejorando el equilibrio del perfil de aminoacidos sin

eliminar completamente el aminoacido limitante.

La mejora del perfil aminoacidico se reflejé en un incremento progresivo del AAS, tendencia
comparable a la descrita por Neder-Suarez et al., (2024), quienes reportaron valores de 0.37 a 0.67
conforme aument6 el contenido de frijol negro. De manera consistente, Ayala-Rodriguez et al., (2022)
obtuvieron valores entre 0.44 y 0.78 en diferentes tratamientos de haba, confirmando que la calidad
aminoacidica de las proteinas de leguminosas depende principalmente del aminoacido limitante. En
contraste, el E-PER mostro variaciones considerablemente menores, comportamiento consistente con
los intervalos reportados por Neder-Suarez et al., (2024) (1.49—-1.80) y Ayala-Rodriguez et al., (2022)
(1.43-2.15). Dado que este indice se estima a partir del contenido de leucina y tirosina (Alsmeyer
etal., 1974), pequenas modificaciones en estos aminoacidos generan cambios relativamente
discretos, aun cuando el equilibrio global de aminoacidos esenciales mejore de forma apreciable. En
consecuencia, el AAS fue més sensible para evidenciar el efecto de la incorporacion de frijol, mientras

que el E-PER reflejo la conservacion del potencial nutricional de la proteina.

Las modificaciones inducidas por la extrusion fueron limitadas y no alteraron el patron general de
calidad proteica de las formulaciones. Un comportamiento similar fue descrito por Neder-Suarez
et al, (2024), quienes observaron que la extrusion y la expansion por microondas modificaron
ligeramente la concentracién de aminodcidos individuales, aunque conservaron la tendencia general
del perfil aminoacidico y de los indices de calidad proteica. De manera andloga, Ayala-Rodriguez
et al., (2022) sefalaron que los tratamientos térmicos modifican principalmente la digestibilidad y
disponibilidad de aminoacidos, mas que el contenido cuantitativo de proteina. Estos resultados
concuerdan con Pasqualone et al., (2020), Bosch (2022), Duque-Estrada ef al., (2023) y Shah et al.,
(2022), quienes atribuyen estas modificaciones a cambios conformacionales de las proteinas,
interacciones proteina y almidén y reacciones de Maillard que afectan preferentemente la
disponibilidad de aminoacidos sensibles al calor, particularmente la lisina, sin alterar sustancialmente
el equilibrio global de aminoacidos esenciales. En consecuencia, la formulacion ejercié una influencia

considerablemente mayor sobre la calidad proteica que el propio proceso de extrusion.

En conjunto, los resultados demuestran que la calidad proteica de las formulaciones estuvo
determinada principalmente por la complementariedad aminoacidica entre el maiz azul y el frijol

ayocote, mientras que la extrusion preservo este equilibrio durante el procesamiento. La evaluacion
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conjunta del perfil aminoacidico, el aminoacido limitante, el AAS y el E-PER confirma que la
combinacion cereal y leguminosa constituye una estrategia eficaz para mejorar la calidad nutricional
de la proteina sin comprometer su estabilidad durante el procesamiento, en concordancia con lo

reportado para otros sistemas de botanas extruidas de tercera generacion y proteinas 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

puntuacion de aminoacidos 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 puntuaciéon de aminoacidos corregida por digestibilidad proteica in vitro (IV-
PDCAADS) de las harinas crudas y formulaciones extruidas de maiz azul y frijol ayocote se presentan
en la Tabla 12. El andlisis de varianza de dos vias mostrd efectos significativos de la formulacion, el
tratamiento (crudo x extruido) y de su interaccion sobre las tres variables evaluadas (p < 0.001). El
tratamiento explico la mayor proporcion de la variabilidad observada en la A-IVDMD (0> = 0.994) y
la IVPD (m? = 0.962), mientras que la formulacion ejercié el mayor efecto sobre el IV-PDCAAS (n?
=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 puntuacién de aminodcidos corregida por digestibilidad proteica in vitro (IV-PDCAAS) de harinas crudas y
mezclas extruidas de maiz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.)

Formulacién A-IVDMD! 1VPD? IV-PDCAAS?
Raw Extr. Raw Extr. Raw Extr.

Maiz azul 4821 +0.90°  65.04 £0.42° 63.20 = 1.09°  52.86 +0.79" 23.38 £0.40*°  20.09 + 0.30*
Frijol ayocote  38.85+0.64°  56.73 £ 0.48% 67.51 £0.36°  47.66 + 1.55° 4591 £0.24° 3431+ 1.12¢
+10% frijol 4171+ 121  64.42 +1.39" 54.99 £ 1.69*  46.87+1.37° 23.65+0.73*  20.15+0.59°
+20% frijol  42.18+1.21° 6581 +1.12° 57.47+1.18*  48.27 £1.90° 28.16 £0.58"  23.17+0.91°
+30% frijol  40.94 £ 1.54®  63.95+0.91° 56.97+1.27*°  46.97 £1.75° 30.76 £0.68°  24.42+091°
+40% frijol  39.61 £ 1.58®  64.11 £0.75 58.21 £1.60*  48.74 +1.16° 33.76 £0.93¢  27.29 £0.65°
+45% frijol  39.05+0.92®  63.75+0.41° 58.02+0.58*  50.69 + 0.65% 34.81 £0.35¢  29.40 +0.38¢

'Digestibilidad aparente in vitro de la materia seca; 2Digestibilidad proteica in vitro; y *Puntuacion de aminoéacidos corregida por
digestibilidad proteica in vitro. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar de determinaciones por triplicado. Letras
superindice diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre formulaciones (p < 0.05; ANOVA de una
via, prueba HSD de Tukey). El ANOVA de dos vias indico efectos principales significativos de la formulacion, el tratamiento (crudo x
extruido) y su interaccion (p < 0.001; resultados detallados no mostrados).

La A-IVDMD aument6 en todas las formulaciones después de la extrusion, pasando de 38.85—48.21
% en las harinas crudas a 56.73—65.81 % en las muestras extruidas. El menor valor correspondi6 al
frijol ayocote crudo (38.85 + 0.64 %), mientras que la mayor digestibilidad se registrd en la

formulacion con 20 % de frijol (65.81 £ 1.12 %). En contraste, la [IVPD disminuy6 en todas las
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formulaciones, de 54.99-67.51 % en las harinas crudas a 46.87-52.86 % tras la extrusion, 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 aument6 progresivamente con la incorporacion de P
coccineus, aunque disminuy6 después de la extrusion, manteniendo la misma tendencia de mejora

conforme se increment6 la proporcion de leguminosa.

El incremento de la A-IVDMD demuestra que la extrusion favorecid la degradacion de la matriz
alimentaria y aumento la desaparicion aparente de materia seca durante la digestion INFOGEST. El
elevado tamafo del efecto del tratamiento (n*> = 0.994) y de la interaccion formulacion x tratamiento
(m? = 0.754) confirma que este comportamiento dependié tanto del procesamiento como de la
composicion de la mezcla. Dado que este método estima la diferencia entre la masa inicial y el residuo
insoluble recuperado tras la digestion, el incremento observado refleja una mayor hidrolisis y
solubilizacion de carbohidratos, proteinas y otros constituyentes, sin representar una medida directa
de absorcién fisioldgica. Este comportamiento coincide con lo descrito por Pérez-Burillo et al.
(2021), quienes sefialaron que la digestion 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 gelatinizacion del almidon, la pérdida de organizacion granular y
la formacion de fracciones de menor peso molecular durante la extrusion. La concordancia con las
tendencias observadas previamente en WAI y WSI respalda esta interpretacion, ya que ambos
parametros reflejan cambios en la hidratacion y en la liberacion de componentes solubles de la matriz.
De manera similar, Omosebi ef al. (2018) reportaron que la digestibilidad in vitro del almidon de
mezclas de maiz y soya aumentd de 40.24 % a 59.85-60.25 % después de la extrusidon como
consecuencia de la pérdida de integridad estructural y la mayor susceptibilidad enzimatica del
almidon, 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
desestructuracion y solubilizacion global de la matriz después de la extrusion no se tradujo
necesariamente en una mayor recuperacion de la fraccion proteica soluble. Mientras que la
gelatinizacion y desorganizacion del almidon pudieron favorecer considerablemente la desaparicion
de materia seca, las proteinas estuvieron sujetas simultineamente a modificaciones estructurales e

interacciones con otros componentes de la matriz capaces de alterar su comportamiento durante la
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digestion y la posterior centrifugacion (Omosebi et al., 2018; Pérez-Burillo et al., 2021; Pismag et al.,

2024).

En contraste con la A-IVDMD, la disminucion de la IVPD indica que la extrusién modifico el
comportamiento de la fraccion proteica durante la digestion simulada. Aunque el tratamiento explico
la mayor proporcion de la variabilidad observada (n? = 0.962), la elevada interaccién formulacion x
tratamiento (n? = 0.773) confirma que la respuesta dependi6 también de la composicion de la matriz.
Dado que este método cuantifica la proteina recuperada en la fase soluble tras la digestion y
centrifugacion, la reduccion de la IVPD no implica necesariamente una menor hidrolisis enzimatica,
sino que también puede reflejar cambios en la solubilidad, dispersabilidad y recuperacion de las
proteinas inducidos por el procesamiento. Este comportamiento puede atribuirse a la
desnaturalizacidon y agregacion proteica, la formacion de interacciones proteina y almidon, las
reacciones de Maillard y la estabilizacion de agregados mediante enlaces disulfuro y otras
interacciones intermoleculares (Delgado-Andrade etal.,, 2007; Duque-Estrada etal., 2023;

Hiilsebusch et al., 2025; Pasqualone et al., 2020; Shah et al., 2022)

Adicionalmente, en matrices de leguminosas, la solubilidad y el estado de asociacion de las proteinas
pueden estar condicionados por sus interacciones con el fitato y los minerales. Debido a su elevada
densidad de carga negativa, el acido fitico puede establecer complejos con proteinas y participar en
asociaciones proteina, fitato y mineral, cuya formacion y estabilidad dependen del pH, la fuerza
10nica, la presencia de cationes y el estado conformacional de las proteinas (Amat et al., 2023). En
especies de Phaseolus, Alli y Baker, (1981) observaron que la asociacion proteina y fitato dependio
de la disponibilidad de grupos basicos positivamente cargados de las proteinas y varié en funcion del
pH. Estas interacciones adquieren particular relevancia durante la digestion gastrointestinal simulada,
en la que las proteinas atraviesan condiciones sucesivas de pH y fuerza i6nica que pueden modificar
su estado de asociacion y solubilidad. Por consiguiente, las modificaciones estructurales inducidas
por la extrusion podrian haber alterado no solo la susceptibilidad de las proteinas a la hidrolisis
enzimatica, sino también su distribucion entre las fracciones soluble e insoluble recuperadas después

de la digestion.

A diferencia del incremento de la IVPD observado en botanas de maiz azul y frijol negro por Neder-
Suarez et al. (2024), quienes reportaron valores de 31.52-35.54 % en las harinas crudas y de 88.21—

95.22 % tras la extrusion, asi como de los resultados descritos por Ayala-Rodriguez ef al. (2022) y
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Omosebi ef al. (2018), atribuidos a la inactivacion de factores antinutricionales, la desnaturalizacion
de las proteinas y la mayor exposicion de sitios susceptibles a la hidrolisis, los resultados del presente
estudio evidencian que la respuesta de la proteina a la extrusion depende de la severidad del
tratamiento, la composicion de la formulacion, la presencia de compuestos fenodlicos, el grado de
agregacion proteica y la metodologia empleada para estimar la digestibilidad. Asimismo,
considerando que el 4cido fitico presente naturalmente en cereales y leguminosas puede establecer
asociaciones con proteinas y minerales, las interacciones proteina y fitato y proteina, fitato y mineral
constituyen un mecanismo adicional que podria contribuir a modificar la solubilidad y recuperacion
de la fraccion proteica durante la digestion. No obstante, dichas asociaciones no fueron determinadas
directamente en el presente estudio, por lo que su posible contribucidon debe considerarse unicamente
como un mecanismo respaldado por la literatura. La concordancia con las modificaciones observadas
previamente en WAI y WSI sugiere, ademas, que los cambios estructurales inducidos por la extrusion
afectaron simultdneamente la capacidad de hidratacion de la matriz y el comportamiento de la

fraccion proteica durante la digestion gastrointestinal simulada.

El IV-PDCAAS integro los efectos de la digestibilidad proteica y la calidad aminoacidica, reflejando
que, aunque la extrusion redujo la IVPD, la incorporacion progresiva de P. coccineus continud
mejorando la calidad nutrimental de la proteina. El predominio de la formulacion sobre el tratamiento
(m*=0.991 contra 0.966) confirma que la complementariedad aminoacidica entre maiz y frijol ejercid
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 incorporaciéon de la leguminosa mejoro el balance
de aminoacidos esenciales; por otra, el procesamiento disminuy6 la fraccidon proteica recuperada
durante la digestion in vitro. De esta manera, el incremento de la proporcion de frijol compensod
parcialmente la disminucion asociada con la IVPD, permitiendo conservar una tendencia ascendente
del IV-PDCAAS conforme aumenté la incorporacion de P. coccineus. Considerando las medias
marginales de ambos tratamientos, el [V-PDCAAS aument6 de 21.73 % en el maiz azul a 32.11 % en
la formulacion con 45 % de frijol, mientras que el frijol ayocote presentd 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 maiz y frijol (70:30), asi como con Neder-Suérez 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 aminoacidica y la reduccion de
factores antinutricionales. En el presente estudio, sin embargo, la disminucion de la IVPD después de
la extrusion limitd parcialmente el efecto favorable del perfil aminoacidico sobre el IV-PDCAAS, lo
que pone de manifiesto que un perfil de aminodcidos més equilibrado no necesariamente se traduce
en una mejora proporcional de la calidad proteica cuando la fraccion recuperada durante la digestion

es simultaneamente afectada por el procesamiento.

En conjunto, los resultados muestran que la extrusion modific6 de manera diferencial el
comportamiento de los principales componentes de la matriz durante la digestion simulada. La mayor
A-IVDMD fue consistente con una mayor desestructuracion y solubilizacion global de la matriz,
mientras que la disminucion de la IVPD evidenci6 un comportamiento diferente de la fraccion
proteica, potencialmente relacionado con cambios en su solubilidad, agregacién e interaccion con
otros constituyentes. A pesar de este efecto del procesamiento, la incorporacion de P. coccineus
mejoro progresivamente el [IV-PDCAAS mediante la complementariedad aminoacidica entre cereal
y leguminosa, evidenciando la contribucion independiente de la formulacion 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 fenolicos totales, antocianinas monoméricas totales y actividad antioxidante

(DPPH y ABTS)

Los compuestos fenodlicos totales y la capacidad antioxidante determinada mediante los ensayos
DPPH y ABTS se evaluaron en la fase intestinal recuperada después de la digestion 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 digestion simulada y reflejan los compuestos o la capacidad antioxidante
recuperados en la fase intestinal. En contraste, las antocianinas monomeéricas totales se determinaron
directamente, sin digestion in vitro, en las harinas crudas, los productos extruidos y los productos
extruidos y expandidos, con el propdsito de evaluar los cambios asociados con las diferentes etapas

del procesamiento.

Los resultados del contenido de compuestos fendlicos totales se presentan en la Figura 8a. Los
valores oscilaron entre 4.30 +£ 0.84 y 11.40 £ 0.22 mg EAG/g PS. E1 ANOVA de dos vias (Apéndice
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11.6) mostr6 efectos significativos de la formulacion (F(6,28) = 57.67, p < 0.001, np? = 0.925), del
tratamiento (F(1,28) = 57.56, p < 0.001, np? = 0.673) y de la interaccion formulacion X tratamiento
(F(6,28) =17.89, p <0.001, np* = 0.793). En términos globales, el contenido determinado en la fase
intestinal aument6 de aproximadamente 5.24 a 6.41 mg EAG/g PS después del procesamiento,
equivalente a un incremento cercano al 22 %. Sin embargo, la interaccion significativa indica que
este comportamiento dependié de la formulacion. Los mayores incrementos se observaron en el frijol
ayocote y en la formulacion con 10 % de frijol, mientras que la formulacién con 20 % present6 una

disminucién y la de 45 % permanecio6 practicamente sin cambios.
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Figura 8. a) Contenido total de fenoles (mg GAE/g BS); b) capacidad captadora del radical DPPH (umol TE/g BS); ¢)
capacidad captadora del radical ABTS (pmol TE/g BS), determinados en la fase intestinal recuperada después de la
digestion 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 digestion in vitro, en harinas crudas, productos extruidos
y productos extruidos-expandidos de maiz azul y Phaseolus coccineus. Las barras representan la media = DE (n = 3).
Las letras mintisculas indican diferencias significativas entre extruidos, las letras maytsculas entre mezclas crudas y las
letras griegas entre mezclas expandidas (ANOVA de una via, prueba HSD de Tukey; p < 0.05). Los asteriscos denotan
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diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de dos vias, prueba de Tukey; p < 0.05, *p < 0.033, **p < 0.002,
skokk
'p <0.001).

La capacidad antioxidante determinada mediante DPPH también estuvo significativamente
influenciada por la formulacion (F(6,28) = 3099.07, p < 0.001, np? = 0.998), el tratamiento (F(1,28)
=626.13, p<0.001, np?> = 0.957) y su interaccion (F(6,28) = 273.72, p < 0.001, np* = 0.983) (Figura
8b; Apéndice 11.7). Los valores oscilaron entre 219.15 + 2.24 y 494.88 + 0.53 umol 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 umol ET/g PS. No obstante, la elevada
interaccion formulacion x tratamiento evidencia que el efecto del procesamiento estuvo fuertemente
condicionado por la composicion de la matriz. El frijol ayocote presentd una disminucion, el maiz
azul permaneci6 practicamente sin cambios y las mezclas maiz—frijol mostraron incrementos de

distinta magnitud, particularmente en las formulaciones con 40 y 45 % de frijol.

En contraste, la capacidad antioxidante determinada mediante ABTS disminuyd después del
procesamiento en todas las formulaciones (Figura 8c¢). Los valores oscilaron entre 637.05 £ 15.03 y
789.37 £ 12.54 umol TE/g PS. E1 ANOVA de dos vias (Apéndice 11.8) mostré efectos significativos
de la formulacion (F(6,28) = 29.66, p < 0.001, np? = 0.864), del tratamiento (F(1,28) = 1026.21, p <
0.001, np? = 0.973) y de la interaccion formulacion x tratamiento (F(6,28) = 33.67, p <0.001, np? =
0.878). Las medias globales disminuyeron de 765.56 a 682.33 umol TE/g PS, equivalente a una
reduccion aproximada de 10.9 %. Aunque la disminucidon ocurrié en todas las formulaciones, la

interaccion significativa demuestra que su magnitud dependi6 de la composicidon de la muestra.

El contenido de antocianinas monoméricas totales presentd una respuesta marcadamente diferente
debido a su elevada sensibilidad al procesamiento (Figura 8d). E1 ANOVA de dos vias (Apéndice
11.9) mostro efectos significativos de la formulacion (F(6,42) = 1554.26, p <0.001, np? = 0.996), del
tratamiento (F(2,42) =5795.24, p <0.001, np?> = 0.996) y de la interaccién formulacion X tratamiento
(F(12,42) =705.72, p < 0.001, np* = 0.995). En las harinas crudas, los valores oscilaron entre 66.25
+2.28y1102.29+45.26 mg/100 g PS, correspondiendo el mayor contenido al maiz azul. La extrusion
produjo una marcada disminucion en todas las formulaciones, con valores entre 4.40 y 104.60 mg/100
g PS, mientras que después de la expansion por microondas se determinaron valores entre 49.09 y
285.22 mg/100 g PS. Considerando las medias globales, el contenido disminuyé de aproximadamente
401.06 mg/100 g PS en las harinas crudas a 42.61 mg/100 g PS después de la extrusion, equivalente

a una reduccion de aproximadamente 89.4 %. Después de la expansion se obtuvo una media de 89.59
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mg/100 g PS, evidenciando una recuperacion parcial del contenido determinado analiticamente,
aunque los valores permanecieron aproximadamente 77.7 % por debajo de los correspondientes a las
harinas crudas.

El mayor contenido de compuestos fendlicos determinado en la fase intestinal de la mayoria de las
muestras procesadas sugiere que la extrusion y expansion modifico la matriz alimentaria de manera
que pudo favorecer la liberacion y/o extractabilidad de determinados compuestos durante la posterior
digestion gastrointestinal simulada. Esta interpretacion 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 formacion neta de compuestos
fendlicos durante el procesamiento, sino como el resultado conjunto de las transformaciones
inducidas por la extrusion y expansion y de su posterior liberacion y recuperacion durante la digestion

(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-Suarez et al. (2024) observaron modificaciones en el contenido
fendlico de botanas elaboradas con maiz azul, frijol negro y espinaca después de la extrusion y
expansion por microondas, mientras Roye et al. (2020), Altan et al. (2009a) y Alam et al. (2016) han
sefialado que el procesamiento termomecanico puede producir efectos contrapuestos sobre estos
compuestos. La ruptura de estructuras celulares y de asociaciones entre los compuestos fenolicos y
otros componentes de la matriz puede incrementar su extractabilidad, mientras que simultdneamente
pueden ocurrir reacciones de degradacion, oxidacion o transformacion quimica. En consecuencia, el
balance entre ambos fenomenos depende de la composicion de la matriz y de la severidad del

procesamiento.

La posterior digestion gastrointestinal afiade un nivel adicional de complejidad, debido a que la
cantidad recuperada en la fase intestinal depende no solo de la concentracion originalmente presente,
sino también de la liberacion de los compuestos desde la matriz durante las etapas oral, gastrica e
intestinal. Las modificaciones estructurales inducidas por la extrusion pueden alterar las interacciones
entre proteinas, almidén y compuestos fendlicos y, consecuentemente, modificar su solubilizacion y
recuperacion durante la digestion (Herrera-Cazares et al., 2021). En matrices que contienen

leguminosas, las interacciones proteina y fenoles adquieren especial relevancia debido a que los
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cambios conformacionales y la agregacion proteica inducidos por el procesamiento pueden modificar
los sitios de interaccion y la accesibilidad de los compuestos fenolicos (Salazar-Lopez 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 especifico para compuestos fendlicos y puede responder frente a otras sustancias
reductoras presentes en la fase intestinal, incluidos determinados péptidos y otros productos
generados o liberados durante la digestion (Korus ef al., 2006). Por ello, las diferencias observadas
deben interpretarse como cambios en el contenido fendlico determinado analiticamente y no

exclusivamente como modificaciones cuantitativas de compuestos fendlicos individuales.

La capacidad antioxidante presento6 respuestas contrastantes segun el método de evaluacion. Mientras
que DPPH mostrd un incremento global aproximado de 8.3 %, ABTS disminuy6 aproximadamente
10.9 %. Particularmente en DPPH, la elevada interaccion formulacion x tratamiento (np* = 0.983)
demuestra que el efecto del procesamiento estuvo estrechamente condicionado por la composicion
de la matriz. Esta respuesta diferencial coincide con estudios previos que han mostrado que la
capacidad antioxidante de productos extruidos depende tanto de la formulacién como de las
condiciones de procesamiento (Altan et al., 2009a; Blandino et al., 2023; Delgado-Nieblas et al.,
2019; Neder-Suarez 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 analiticos y condiciones de reaccion de ambos ensayos. Aunque ambos evaluan la
capacidad de los componentes de una muestra para neutralizar radicales modelo, difieren en su
sensibilidad frente a los distintos antioxidantes y en las caracteristicas del medio de reaccion. Por esta
razon, una misma matriz puede producir respuestas diferentes dependiendo del ensayo empleado .
Esta diferencia adquiere particular relevancia en las muestras postdigestivas, cuya fraccion soluble
contiene una mezcla compleja de compuestos liberados o transformados durante la digestion (Floegel
et al., 2011; Munteanu y Apetrei, 2021). De manera consistente, Chen et al., (2014) observaron que
las asociaciones entre el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante determinadas
mediante distintos métodos fueron menores después de la digestion gastrointestinal in vitro,
evidenciando que la respuesta postdigestiva depende tanto de las transformaciones de la matriz como
del método analitico 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 mas que

equivalentes (Chen et al., 2014).

En el caso de las antocianinas, la marcada reduccion después de la extrusion confirma su elevada
susceptibilidad a las condiciones termomecanicas del procesamiento. Una tendencia similar fue
reportada por Neder-Sudrez et al. (2024), quienes observaron disminuciones importantes después de
la extrusion y una recuperacion parcial después de la expansion por microondas. Asimismo, diferentes
estudios han sefialado que la estabilidad de las antocianinas durante la extrusion depende de la
interaccion entre temperatura, humedad, esfuerzo mecénico y tiempo de residencia, por lo que su
degradacion no puede atribuirse exclusivamente a un unico parametro del proceso (Hirth et al., 2014;

Patras et al., 2010).

Hirth et al. (2014) demostraron especificamente que el incremento de la temperatura del barril de 100
a 160 °C redujo la retencion de antocianinas de 0.82 a 0.64, mientras que un aumento de la humedad
de alimentacion de 18.6 a 28.4 % favorecio su retencion de 0.67 a 0.90. Asimismo, el incremento de
la velocidad del tornillo de 180 a 720 rpm redujo la retencion de 0.75 a 0.49, asociado con cambios
en la temperatura y en la energia mecanica especifica. Por otra parte, un mayor flujo de alimentacion
favorecid la retencion al disminuir el tiempo de residencia. Estos resultados respaldan que la
estabilidad de las antocianinas durante la extrusion depende de la carga termomecénica global

experimentada por la matriz y no tinicamente de la temperatura nominal del proceso.

Desde el punto de vista fisicoquimico, la pérdida de antocianinas puede involucrar diferentes
mecanismos de degradacion, entre ellos la apertura del anillo pirilio y formacion de chalconas,
hidrolisis del enlace glucosidico, oxidacion y posterior formacion de productos de degradacion. La
magnitud de estas transformaciones depende de la estructura quimica de las antocianinas y de factores
como temperatura, pH, presencia de oxigeno y caracteristicas de la matriz alimentaria (Patras et al.,
2010). Estos mecanismos son consistentes con la pronunciada disminucion observada

inmediatamente después de la extrusion.

En contraste, el incremento del contenido determinado después de la expansion por microondas debe
interpretarse con cautela. Debido a que las transformaciones quimicas responsables de la degradacion
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 regeneracion de los pigmentos

destruidos durante la extrusion. Una explicacion mds plausible es que la expansion modifico la
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estructura fisica de la matriz y favorecio la liberacion y extraccion de fracciones de antocianinas que
permanecian menos accesibles después de la extrusion. En concordancia, Neder-Suarez ef al. (2024)
relacionaron la recuperacion parcial observada después de la expansion por microondas con cambios
en la extractabilidad de los pigmentos. Por tanto, los valores obtenidos representan la fraccion de
antocianinas recuperable mediante las condiciones analiticas utilizadas y no necesariamente la

totalidad de las moléculas estructuralmente conservadas en la matriz.

En conjunto, los resultados muestran que la formulacién 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 digestion 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 liberacion y
recuperacion de componentes en la fase intestinal. Los compuestos fenolicos presentaron una mayor
recuperacion global después del procesamiento, mientras que DPPH y ABTS mostraron respuestas
discordantes, evidenciando la influencia del método analitico y de la composicion de la matriz. Por
su parte, las antocianinas mostraron una elevada sensibilidad a la extrusiéon y una recuperacion
analitica parcial después de la expansion por microondas, comportamiento consistente con su limitada
estabilidad fisicoquimica y con las modificaciones estructurales de la matriz inducidas durante el

procesamiento.

7.5.2 Acido fitico

Los resultados del contenido de 4cido fitico de las harinas crudas y extruidas-expandidas elaboradas
con maiz 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 maiz azul y el mayor al frijol ayocote. Conforme aument6 la proporcion de Phaseolus
coccineus, el contenido de acido fitico incrementd gradualmente, registrandose valores intermedios
entre 2.62 y 2.93 mg/g MS en las mezclas. Después de la extrusion-expansion, el contenido de &cido
fitico disminuy6 significativamente en todas las formulaciones (2.35 + 0.10-3.21 = 0.18 mg/g MS),
manteniéndose el mismo patrén observado en las harinas crudas, con los menores valores en el maiz

azul y los mayores en el frijol ayocote.

El ANOVA de dos vias (Apéndice 11.10) mostro efectos significativos de la formulacion (F(6,28) =
127.76, p < 0.001, n? = 0.965) y del tratamiento (F(1,28) = 96.10, p < 0.001, n?> = 0.774), mientras
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que la interaccion formulacion x tratamiento no fue significativa (F(6,28) = 0.051, p = 0.999, n* =
0.011), indicando que no hubo evidencia de que la magnitud del efecto del procesamiento dependiera
de la formulacién. En conjunto, la incorporacion de frijol ayocote incrementd progresivamente el
contenido de acido fitico, mientras que la extrusion y expansion redujo su concentracion en

aproximadamente 6.7 %, conservando las diferencias relativas entre formulaciones.
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Figura 9. Contenido de 4cido fitico (mg/g MS) de harinas crudas y extruidas y expandidas elaboradas con
maiz azul (Zea mays) y diferentes proporciones de frijol ayocote (Phaseolus coccineus). Las barras
representan la media + desviacion estandar (n = 3). Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre formulaciones de harinas crudas y letras mintsculas diferentes indican diferencias
significativas entre formulaciones extruidas y expandidas (Tukey, p < 0.05). Los asteriscos indican
diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada formulacién (Sidék, **p < 0.01). El ANOVA
de dos vias mostrd efectos significativos de la formulaciéon y del tratamiento (p < 0.001), pero no de la
interaccion formulacion x tratamiento (p = 0.999).

El incremento del contenido de acido fitico conforme aumento la proporcion de P. coccineus confirma
que la formulacion fue el principal determinante de este compuesto (> = 0.965), mientras que la
extrusion y expansion redujo su concentracion de manera consistente entre las formulaciones (<6.7

%; m*> = 0.774), sin efecto significativo de la interaccion formulacion x tratamiento (p = 0.999). Este
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comportamiento coincide con Alonso, Aguirre, et al. (2000) y Alam et al. (2016), quienes senalan
que la disminucion del acido fitico durante la extrusion depende principalmente de las condiciones
de procesamiento. Aunque el acido fitico presenta una elevada estabilidad térmica y su
descomposicion inicia alrededor de 150 °C (Daneluti y Matos, 2013), la extrusion favorece
principalmente la hidrolisis parcial del myo-inositol hexakisfosfato (IP6) hacia fosfatos de menor

grado de fosforilacion (IP5—IP3), mas que su degradacion completa (Alonso, Aguirre, et al., 2000).

La estabilidad térmica del acido fitico resulta particularmente relevante para interpretar la magnitud
de la reduccion observada en el presente estudio. Durante la extrusion, las temperaturas establecidas
en las zonas de alimentacidn, coccion y cercana a la matriz fueron de 58, 120-118 y 65 °C,
respectivamente, por lo que la temperatura maxima nominal del proceso se mantuvo por debajo de
los aproximadamente 150 °C reportados para el inicio de su descomposicion térmica (Daneluti y
Matos, 2013). A ello se suma que la extrusion constituye un tratamiento de alta temperatura y corto
tiempo, de modo que la exposicion de la matriz a las temperaturas maximas ocurre durante un periodo
limitado. En este contexto, la reduccidon estadisticamente significativa pero cuantitativamente
moderada de aproximadamente 6.7 % es compatible con una modificacion parcial del fitato durante
el procesamiento, mas que con una degradacion térmica extensa. Esta interpretacion debe
considerarse en funcion 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 reduccion también puede contextualizarse frente a otros
sistemas de leguminosas extruidas. Se han reportado disminuciones de aproximadamente 13.5, 20.8
y 26.7 % en chicharo, frijol y haba, respectivamente, bajo condiciones de extrusion cercanas a 145—
150 °C, acompafiadas por una disminucion 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 extrusion. Kaur et al. (2015), al evaluar salvados de trigo, arroz, cebada y avena, observaron
reducciones sustanciales del acido fitico 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, 140y 165 °C,

respectivamente, evidenciando que el incremento de la temperatura no produjo una disminucion
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proporcional del 4cido fitico y que la humedad y la naturaleza de la matriz también condicionaron su

respuesta durante la extrusion.

La reduccion del contenido cuantificable de acido fitico tampoco debe interpretarse exclusivamente
como consecuencia de su degradacion térmica. La estructura altamente fosforilada del IP6 favorece
interacciones con proteinas y cationes minerales, dando lugar a complejos binarios y ternarios cuya
estabilidad depende del pH, la fuerza idnica, las concentraciones relativas de los componentes y la
conformacién de las proteinas (Amat et al., 2023). En especies de Phaseolus, Alli y Baker, (1981)
observaron que la asociacion entre acido fitico y proteinas dependié de la disponibilidad de grupos
basicos positivamente cargados, y que dicha asociaciéon se modificd con el pH. Por lo tanto, las
modificaciones conformacionales, la desnaturalizacion y la agregacion proteica inducidas durante la
extrusion podrian modificar las interacciones fitato, proteina y mineral y, consecuentemente, la
solubilidad o extractabilidad analitica del fitato. Esta posibilidad resulta relevante en matrices cereal
y leguminosa, donde el procesamiento modifica simultineamente almidon, proteinas y sus

interacciones con otros constituyentes.

En este sentido, la hidrolisis 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
acido fitico puede responder no solo a su transformacion quimica, sino también al estado de
asociacion del fitato con proteinas y minerales y a cambios en su accesibilidad dentro de la matriz.
Por ello, la disminucién observada en el presente estudio no permite establecer por si sola el
mecanismo responsable ni confirmar la formacion de IP5 y IP3, ya que estos fosfatos de inositol no
fueron determinados individualmente; sin embargo, su formacidén constituye un mecanismo
previamente descrito durante la extrusion de leguminosas (Alonso, Aguirre, et al., 2000; Sarkhel y

Roy, 2022).

En contraste con la reduccion observada en este estudio, Osuna-Gallardo et al. (2023) reportaron un
incremento de 21.9 % en el contenido de 4cido fitico de harina extruida de P. coccineus procesada a
137 °C, atribuido a una mayor liberacion 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 extrusion no necesariamente se traduce

en una mayor reduccion del contenido analiticamente determinado. Las diferencias entre ambos
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estudios podrian estar relacionadas con las condiciones especificas de extrusion, la composicion
inicial de la materia prima, la humedad, el tiempo de residencia y las modificaciones estructurales de
la matriz que afectan la liberacion o extractabilidad del fitato. En consecuencia, la respuesta del acido
fitico durante la extrusion parece estar determinada por el balance entre su hidrdlisis parcial y los
cambios fisicoquimicos de la matriz que pueden modificar su disponibilidad para la determinacion

analitica.

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 energia térmica capaz de modificar la matriz y potencialmente
contribuir a los cambios observados en el contenido de fitato. Se han descrito modificaciones del
acido fitico después del tratamiento con microondas en leguminosas, aunque la magnitud y direccion
de la respuesta dependen de las condiciones aplicadas y de las caracteristicas de la materia prima
(Sarkhel y Roy, 2022). Por lo tanto, la reduccién global de aproximadamente 6.7 % debe atribuirse al
efecto conjunto de la extrusion y la expansion por microondas, sin asignar de manera independiente
la contribucidon de cada etapa. En conjunto, estos resultados y su contraste con la literatura indican
que la respuesta del acido fitico al procesamiento no depende exclusivamente de la temperatura, sino
de la interaccion entre las condiciones de extrusion y expansion y las caracteristicas de la matriz
cereal y leguminosa. La reduccion moderada observada podria estar relacionada tanto con la
estabilidad térmica del acido fitico y la hidrolisis parcial del IP6 como con modificaciones en sus

interacciones y extractabilidad dentro de la matriz maiz azul y frijol ayocote.
7.6 Objetivo particular 5: Analisis microestructural

7.6.1 Evaluacion de cambios en el perfil proteico mediante electroforesis SDS-PAGE

El perfil electroforético de las proteinas presentes en las muestras de maiz azul y frijol ayocote fue
evaluado mediante SDS-PAGE con el propoésito de identificar modificaciones cualitativas en la
distribucion de las bandas proteicas asociadas con el procesamiento y la digestion gastrointestinal in
vitro. Para diferenciar los cambios relacionados con las condiciones fisicoquimicas del protocolo de
aquellos producidos por la accion de las enzimas digestivas, se incluyeron controles de digestion 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 proteinas presentes en la harina de maiz azul y
en las muestras sometidas al protocolo de digestion 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 maiz azul (Figura 11) presentd 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 analisis densitométrico confirmo una
mayor intensidad relativa en esta ultima region, ademas de sefiales bien definidas alrededor de 46 y

94 kDa.

25
20

Figura 10. Perfil electroforético SDS-PAGE de las proteinas presentes en muestras de
maiz azul sometidas a diferentes tratamientos. M: marcador de peso molecular (20—200
kDa); carril 1: harina cruda; carril 2: control de digestion de harina cruda (sin enzimas
digestivas); carril 3: control de digestion 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 exposicion de la harina cruda al protocolo de digestion en ausencia de enzimas digestivas redujo
el nimero de bandas detectadas de ocho a cinco, permaneciendo sefiales 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
detect6 predominantemente una banda de aproximadamente 47.44 kDa, evidenciando una reduccion
adicional de la complejidad del perfil proteico. Después de la digestion 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 sefales

de mayor peso molecular, permaneciendo principalmente bandas en la region de 27-46 kDa.
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Figura 11. Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 26.1 en la harina cruda de maiz (Carril 1).

Tabla 13. Peso molecular aparente (kDa) de las
bandas proteicas detectadas mediante SDS-PAGE
en la harina cruda de maiz azul (Carril 1).

Banda Rf*  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

*Movilidad 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 resolucion.
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Las proteinas de almacenamiento del endospermo del maiz estan constituidas principalmente por
zeinas, ademas de otras fracciones proteicas con diferente solubilidad y peso molecular. Dentro de
las zeinas, las a-zeinas representan la fraccion predominante y se han descrito clasicamente 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 caracteristico reportado para las a-zeinas; por ello, su
correspondencia directa con esta fraccion proteica no puede establecerse unicamente a partir de la
movilidad electroforética. No obstante, la persistencia de sefiales de bajo peso molecular después de
la digestion es consistente con la mayor resistencia relativa descrita para determinadas proteinas de
reserva del maiz frente a la hidrolisis enzimatica (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 asociacion de mayor peso

molecular aparente.

El peso molecular aparente observado mediante SDS-PAGE no necesariamente corresponde a una
proteina monomérica individual, ya que las proteinas pueden establecer asociaciones
intermoleculares y formar agregados u oligdmeros de mayor peso molecular aparente. Por tanto,
algunas senales localizadas en regiones superiores podrian reflejar estados de asociacion de las
proteinas y no exclusivamente polipéptidos individuales. Esta consideracion resulta particularmente
relevante después de tratamientos termomecéanicos capaces de modificar la conformacion y las
interacciones intermoleculares de las proteinas. En consecuencia, la asignacion de identidad basada
exclusivamente en el peso molecular debe considerarse tentativa y requeriria técnicas

complementarias para su confirmacion (Alonso, Aguirre, et al., 2000; Duque-Estrada et al., 2023).

La marcada simplificacion 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 ocurri6 independientemente de la protedlisis. Los
tratamientos termomecanicos pueden modificar la conformacion, agregacion, solubilidad y
extractabilidad de las proteinas, alterando consecuentemente su recuperacion y migracion mediante
SDS-PAGE. Alonso, Ortie, et al. (2000), al estudiar proteinas de chicharo y Phaseolus vulgaris
sometidas a extrusion, observaron una disminucion considerable de la solubilidad proteica y

modificaciones en los patrones electroforéticos de albuminas y globulinas; ademads, la recuperacion
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de su extractabilidad mediante SDS y 2-mercaptoetanol indico la participacion 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 sefial electroforética después del procesamiento no necesariamente representa la degradacion del
polipéptido, sino que puede reflejar modificaciones en su asociacion, solubilidad o recuperacion bajo
las condiciones de extraccion. Cambios de esta naturaleza en la agregacion y solubilidad de proteinas
vegetales después de tratamientos térmicos y termomecanicos también han sido descritos por Flory

et al. (2023).

Ademas del procesamiento previo, las condiciones fisicoquimicas del protocolo gastrointestinal
pueden contribuir a modificar el comportamiento de las proteinas. Los cambios de pH, fuerza iénica
y composicion del medio pueden alterar las interacciones intermoleculares de proteinas cuya
conformaciéon ya fue modificada por el procesamiento, afectando su solubilidad y recuperacion
posterior (Duque-Estrada etal., 2023). De esta manera, la reduccion de ocho a cinco bandas
observada en el control de harina cruda y la marcada simplificacion 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 hidrolisis enzimatica.

La digestion gastrointestinal completa produjo una simplificacion adicional del perfil, compatible con
la accion 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 fraccion proteica durante la digestion. En el maiz azul, la IVPD disminuy6 de 63.20 + 1.09 %
en la harina cruda a 52.86 + 0.79 % después del procesamiento, indicando que la disminucién del
numero de bandas detectables mediante SDS-PAGE no estuvo acompafiada por una mayor
recuperacion de proteina soluble. SDS-PAGE e IVPD proporcionan informacién complementaria,
pero no equivalente: mientras que el perfil electroforético permite visualizar las fracciones proteicas
recuperables y detectables bajo las condiciones de extraccion y separacion empleadas, la IVPD
determinada en este estudio depende de la cantidad de proteina recuperada en la fase soluble después
de la digestion y centrifugacion. Por ello, los cambios en agregacion, solubilidad y extractabilidad
inducidos por el procesamiento pueden modificar simultineamente el patron electroforético y la

recuperacion de proteina soluble, sin que la disminucion o desaparicion 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 maiz azul indica que el procesamiento modifico sustancialmente
el estado estructural y la recuperacion electroforética de sus proteinas antes de la accion enzimatica,
mientras que la digestion gastrointestinal produjo modificaciones adicionales sobre las fracciones
remanentes. La persistencia de bandas entre aproximadamente 27 y 46 kDa después de la digestion
evidencia la presencia de fracciones comparativamente mas resistentes o recuperables, aunque su
identidad especifica y grado individual de hidrolisis no pueden establecerse Uinicamente mediante
SDS-PAGE. La disminucion concurrente de la IVPD indica, ademads, que los cambios inducidos por
el procesamiento no necesariamente favorecieron la recuperacion de proteina soluble después de la
digestion, por lo que la interpretacion del comportamiento proteico requiere considerar

conjuntamente estructura, agregacion, solubilidad, extractabilidad y susceptibilidad a la proteolisis.

7.6.1.2 Frijol ayocote

La Figura 12 muestra el perfil electroforético de las proteinas presentes en la harina de frijol ayocote
y en las muestras sometidas al protocolo de digestion 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) present6 nueve sefnales 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 maiz azul. La sefal originalmente estimada mediante extrapolacion como 313.97 kDa se localizo
por encima del intervalo del marcador utilizado (20200 kDa), por lo que debe considerarse

unicamente como una fraccion de peso molecular aparente >200 kDa.

La exposicion de la harina cruda al protocolo de digestion en ausencia de enzimas digestivas produjo
cambios limitados en el perfil electroforético, conservandose 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 presentd unicamente cinco bandas comprendidas entre 25.1
y 99.7 kDa, evidenciando una reduccion importante en la complejidad del perfil proteico. Después de
la digestion in vitro completa, la harina cruda present6 tres bandas localizadas entre 25.18 y 51.84
kDa, mientras que la muestra procesada mostrd unicamente dos sefiales de aproximadamente 28.68

y 49.80 kDa. En ambas desaparecieron practicamente 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 proporcion de proteinas 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 asignacion tentativa que ya se habia realizado con base en Makri y
Doxastakis, (2006) y Montoya et al. (2010). Carbonaro reportdé ademas que estas globulinas 7S
presentan propiedades estructurales relacionadas con agregacion y que el tratamiento térmico puede

modificar su solubilidad y digestibilidad.

kDa

v

Figura 12. Perfil electroforético SDS-PAGE de las proteinas 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 digestion de harina cruda (sin
enzimas digestivas); carril 3: control de digestion del producto extruido y expandido
por microondas, posteriormente molido (sin enzimas digestivas); carril 4: harina cruda
digerida in vitro; carril S: producto extruido y expandido por microondas,
posteriormente molido y digerido in vitro.

La correspondencia resulta alin mas estrecha para la sefial de 30.36 kDa. Gonzélez-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 bibliografico particularmente
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pertinente, aunque no representa una identificacion inequivoca de la banda, ya que no se realizé
caracterizacion protedomica especifica. 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 proteinas de reserva de Phaseolus. Montoya et al. (2010) reportaron que la hidrélisis de
phaseolina puede producir fragmentos en el intervalo de 22—-33 kDa, por lo que las sefiales remanentes

observadas después de la digestion son compatibles, de manera tentativa, con fracciones proteicas

resistentes o productos intermedios de protedlisis.
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Figura 13. Proteinas 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 Rf® 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

®Movilidad 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 resolucion.
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La reduccion del numero de bandas observada en el control procesado sin enzimas demuestra
nuevamente que una parte importante de la modificacidn electroforética ocurri6 antes de la protedlisis
gastrointestinal. Este comportamiento concuerda de forma particularmente estrecha con Alonso,
Orte, et al. (2000), quienes estudiaron directamente P. vulgaris y observaron que la extrusion produjo
una fuerte disminucion de la solubilidad proteica y cambios significativos en los patrones SDS-PAGE
de albuminas y globulinas. La recuperacion de la extractabilidad al emplear SDS y 2-mercaptoetanol
indic6 que las interacciones no covalentes y los enlaces disulfuro participaron en las modificaciones

producidas durante el procesamiento.

A este efecto del procesamiento debe anadirse el de las condiciones fisicoquimicas del protocolo
gastrointestinal. Venkatachalam y Sathe, (2003) demostraron en phaseolina de P. vulgaris que el
medio 4cido por si mismo puede producir hidrdlisis parcial incluso en ausencia de pepsina y modificar
posteriormente la susceptibilidad de la proteina al ataque enzimatico. Este antecedente resulta
especialmente 1til para interpretar los controles sin enzimas: éstos permiten distinguir la accion de
las proteasas, pero no representan necesariamente una matriz estructuralmente inalterada durante las

diferentes condiciones de pH del protocolo.

Ademés de las interacciones proteina con proteina inducidas por el procesamiento, el comportamiento
de las proteinas del ayocote debe interpretarse dentro de una matriz alimentaria que contiene fitato,
minerales, carbohidratos y compuestos fendlicos. El acido fitico posee multiples grupos fosfato
ionizables y puede establecer asociaciones electrostaticas con grupos cargados de las proteinas; estas
interacciones pueden modificar sus perfiles de solubilidad y favorecer la formacion de complejos

proteina y fitato dependiendo del pH y de la composicion del medio (Cheryan y Rackis, 1980).

La evidencia mds reciente muestra que estas asociaciones pueden incluir no solamente complejos
binarios proteina y fitato, sino también sistemas ternarios proteina, fitato y calcio, cuya estabilidad
depende del pH, la fuerza i6nica, la concentracion relativa de los componentes y el estado
conformacional de las proteinas. Estas interacciones son relevantes para el procesamiento porque
pueden modificar la estructura, funcionalidad y solubilidad proteica (Amat et al., 2023). Ademas, la
extrusion y expansion puede modificar simultaneamente la conformacion de las proteinas y sus
interacciones con otros constituyentes de la matriz; por ello, las variaciones observadas en el perfil
SDS-PAGE pueden reflejar no solo protedlisis o agregacion proteina con proteina, sino también

cambios en la solubilidad y recuperacion de proteinas asociadas con otros componentes. Revisiones
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sobre las interacciones del acido fitico destacan precisamente que sus efectos sobre las proteinas y el
procesamiento se explican por la interaccion entre IP6, cationes y biopolimeros, con consecuencias

sobre funcionalidad y solubilidad proteica (Wang y Guo, 2021).

En el caso de las proteinas de Phaseolus, también se ha demostrado que compuestos fenolicos pueden
modificar el comportamiento de phaseolina. Estudios de interaccion phaseolina y polifenoles han
observado reduccidn de la hidrolisis y modificaciones del patrén electroforético, asociadas con la
formacion de complejos o precipitacion de proteinas (De Toledo et al., 2013). Este mecanismo resulta
particularmente pertinente para una matriz pigmentada como el frijol ayocote; sin embargo, tanto las
asociaciones proteina y fitato como proteina y fenoles deben considerarse en el presente estudio
mecanismos plausibles respaldados por la literatura y no interacciones demostradas directamente en

las muestras.

La digestion completa produjo posteriormente una disminucion adicional del niimero de bandas,
compatible con hidrélisis de las fracciones susceptibles. La phaseolina presenta una estructura
globular cuya susceptibilidad a la digestion depende de su estado conformacional; el tratamiento
térmico puede facilitar la exposicion de sitios susceptibles, pero simultineamente favorecer
agregacion y pérdida de solubilidad (Carbonaro, 2006; Venkatachalam y Sathe, 2003). Por ello, la
respuesta final de una matriz procesada no necesariamente sigue una relacion sencilla equivalente de

mayor desnaturalizacion corresponde a mayor digestibilidad.

La disminucion del nimero de bandas observada después del procesamiento no estuvo acompanada
por un incremento de la digestibilidad proteica in vitro. En el frijol ayocote, la IVPD disminuy6 de
67.51 = 0.36 % en la harina cruda a 47.66 + 1.55 % en la muestra procesada, indicando que la
simplificacion 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, Orue, et al., (2000) observaron en chicharo
y Phaseolus vulgaris que la extrusion disminuy0 significativamente la solubilidad proteica y modifico
los patrones electroforéticos de las fracciones de albuminas y globulinas; asimismo, la incorporacién
de SDS y 2-mercaptoetanol increment6 la extractabilidad de las proteinas procesadas, evidenciando

la participacion de interacciones intermoleculares en los cambios inducidos por la extrusion.

En este contexto, determinadas fracciones proteicas pueden adquirir una mayor susceptibilidad a la

proteolisis después de la desnaturalizacion, mientras que otras pueden experimentar agregacion,
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disminucion de solubilidad o modificaciones en sus interacciones con otros componentes de la matriz.
En proteinas de Phaseolus, la conformacion 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 desnaturalizacion y exposicion
de sitios susceptibles a protedlisis, por una parte, y agregacion o reduccion de la fraccidén proteica

soluble, por otra.

Esta respuesta puede estar condicionada adicionalmente por las interacciones de las proteinas con
otros constituyentes de la matriz. El 4cido fitico puede formar complejos con proteinas y minerales
cuya estabilidad depende del pH, la fuerza idnica y el estado conformacional de las proteinas,
modificando potencialmente su solubilidad y comportamiento dentro de la matriz alimentaria (Amat
etal., 2023; Cheryan y Rackis, 1980). De manera similar, las interacciones entre proteinas y
compuestos fendlicos pueden modificar la conformacion, agregacion y susceptibilidad proteolitica de
las proteinas. Estas asociaciones no fueron determinadas directamente en el presente estudio, por lo
que constituyen mecanismos probables para interpretar el comportamiento de la fraccion proteica y

no efectos demostrados experimentalmente.

En consecuencia, SDS-PAGE e IVPD proporcionan informaciéon 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 proteina recuperada en la fase soluble después de la
digestion y centrifugacion. La interpretacion conjunta de ambas determinaciones indica que el
procesamiento modifico sustancialmente el estado estructural y la recuperacion de las proteinas del
frijol ayocote, afectando simultaneamente su asociacion, solubilidad y comportamiento durante la
posterior digestion gastrointestinal (Alonso, Aguirre, et al., 2000; Carbonaro, 2006; Duque-Estrada

et al., 2023).

En conjunto, los perfiles electroforéticos evidenciaron que las modificaciones de las proteinas
ocurrieron en diferentes etapas del tratamiento experimental. Los cambios observados en los controles
sin enzimas muestran que parte de la simplificacion del perfil estuvo asociada con el procesamiento

previo y con las condiciones fisicoquimicas del protocolo, mientras que la incorporacion posterior de
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las enzimas produjo modificaciones adicionales compatibles con la proteolisis de las fracciones
susceptibles. La respuesta diferencial entre SDS-PAGE e IVPD sugiere que el procesamiento
modificé simultdneamente la conformacién, asociacion, solubilidad y susceptibilidad proteolitica de
las proteinas, por lo que el comportamiento final de la fraccion proteica resulta de la interaccion entre
estos fenomenos y las caracteristicas particulares de cada matriz (Alonso, Orue, etal., 2000;

Carbonaro, 2006; Duque-Estrada et al., 2023; Venkatachalam y Sathe, 2003) .

7.6.2 Microscopia Electronica de Barrido

Las micrografias de las materias primas mostraron diferencias en su morfologia (Figura 14). En el
maiz azul crudo se observaron numerosos granulos de forma predominantemente redondeada,
distribuidos individualmente o agrupados sobre fragmentos de mayor tamafio (Figura 14a). En el
frijol ayocote molido también se identificaron particulas redondeadas y ovaladas, pero dispuestas
principalmente en agregados compactos y asociadas con fragmentos irregulares de la matriz (Figura
14b). Después de la extrusion, la formulacion con 30% de frijol presentd una pérdida evidente de la
definicidon granular observada en las materias primas. A menor aumento se distinguieron particulas
irregulares, angulares y de tamafos heterogéneos (Figura 14c¢), mientras que a mayor aumento se
observd una matriz compacta y rugosa, con zonas plegadas, fisuras y cavidades superficiales (Figura
14d). La expansion por microondas conservé la fragmentacion y heterogeneidad morfoldgica del
material, pero produjo superficies mas deformadas, con pliegues, irregularidades y zonas fracturadas
(Figura 14e-f). En conjunto, las micrografias evidenciaron la transformacion de las estructuras
granulares presentes en las materias primas hacia una matriz continua y morfologicamente

heterogénea después de la extrusion y la expansion por microondas.

El analisis permiti6 observar transformaciones microestructurales caracteristicas, como la disrupcion
de granulos de almiddén, gelatinizacion, formacion de poros y fracturas en la matriz, asi como
variaciones en la compactacion y la continuidad estructural. Estas evidencias se utilizaron para
complementar la interpretacion de las propiedades de expansion, retencion de compuestos bioactivos

y comportamiento durante la digestion in vitro de las formulaciones estudiadas.

Las transformaciones microestructurales observadas después de la extrusion evidenciaron la pérdida
progresiva de la morfologia granular caracteristica de las materias primas y la formacion de una
matriz continua, irregular y heterogénea. Durante la extrusion, la combinacion de temperatura,

presion y esfuerzo cortante modifica la organizacion de los principales componentes de la matriz,
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particularmente almidon y proteinas, favoreciendo la pérdida de integridad de los granulos y la
reorganizacion del material. En el presente estudio, estos cambios se manifestaron mediante la
disminucion de estructuras granulares claramente definidas y la aparicion de superficies compactas y

rugosas, acompafadas de pliegues, fisuras y cavidades en la formulacion con 30% de frijol ayocote.

Figura 14. Micrografias obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (SEM) de maiz azul (Zea mays) crudo a
un aumento de 500% (a) y de frijol ayocote morado (Phaseolus coccineus) crudo a 1.00kx (b). Los paneles (c) y (d)
muestran el extruido no expandido de maiz azul enriquecido con 30% de P. coccineus a 200x y 1.00kx, respectivamente.
Los paneles (e) y (f) representan el extruido expandido por microondas de la misma formulacion con 30% de frijol, a
200% y 1.00kx, respectivamente. Los paneles (g) y (h) muestran la seccion transversal y la superficie del producto extruido
no expandido a 60x y 1,500x, respectivamente; el panel (i) muestra la seccion transversal del producto extruido y
expandido por microondas a 60x.

Una transformacion similar ha sido descrita en sistemas extruidos de tercera generacion. Tovar-
Jimenez et al. (2016) observaron en pellets extruidos la pérdida de la organizacion granular y la
formacioén de superficies continuas con canales y cavidades, mientras que Neder-Sudrez et al. (2021),
en una matriz constituida por maiz azul, frijol negro y acelga, reportaron la desaparicion de la
estructura granular del almidoén después de la extrusion, atribuida a la accidon combinada de

temperatura, presion y esfuerzo cortante. Estos cambios fueron acompafnados por modificaciones en
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las propiedades de expansion, absorcion de agua, solubilidad y textura, lo que respalda la estrecha
relacion entre la reorganizacion microestructural inducida durante la extrusion y el comportamiento

tecnofuncional del producto final.

La pérdida de definicién granular observada mediante SEM es consistente con procesos de
desestructuracion y gelatinizacion parcial del almidon inducidos durante la extrusion; sin embargo,
estas transformaciones no pueden establecerse exclusivamente a partir de la morfologia microscépica.
Estudios en almidon de maiz extruido han mostrado que el incremento de la severidad del
procesamiento puede provocar pérdida de la organizacion granular, lixiviacion de amilosa y
formacién de estructuras menos ordenadas, mientras que las modificaciones de la cristalinidad
dependen de la temperatura, humedad y esfuerzo mecanico aplicados durante la extrusion (Neder-
Suérez et al., 2016). De manera similar, Aguilar-Palazuelos et al. (2006) observaron que la extrusion
modificéd la estructura cristalina de pellets elaborados con almidén de papa, maiz de alta calidad
proteica y harina de soya, generando desde pérdida de cristalinidad hasta la formacion de nuevas
estructuras dependiendo de la severidad del tratamiento. Por ello, las modificaciones morfoldgicas
observadas mediante SEM deben interpretarse conjuntamente con los resultados obtenidos mediante
difraccion de rayos X y ATR-FTIR, técnicas que proporcionan informacién complementaria sobre los

cambios en la organizacion estructural y molecular de la matriz.

La incorporacion de las micrografias correspondientes a las secciones transversales de los pellets
permitio ademas distinguir con mayor claridad el efecto especifico de la expansion por microondas.
El pellet extruido no expandido presentd una estructura interna predominantemente compacta
(Figura 14g y h), mientras que después de la expansion se observo una arquitectura celular
heterogénea, caracterizada por cavidades de diferentes tamanos distribuidas en el interior de la matriz
(Figura 14i). Esta transicion confirma que la expansion por microondas produjo una modificacion

estructural adicional respecto de la generada previamente durante la extrusion.

El desarrollo de esta arquitectura celular puede explicarse por el comportamiento fisico del agua
durante el calentamiento por microondas. La energia electromagnética es absorbida principalmente
por las moléculas de agua presentes en la matriz, generando calentamiento y formacion de vapor
sobrecalentado; simultaneamente, el aumento de temperatura favorece el ablandamiento de la matriz,
permitiendo su deformacién y la expansion de los nticleos internos. Gimeno et al. (2004) describieron

este proceso en pellets de harina de maiz, sefialando que la expansion ocurre cuando la generacion de
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vapor coincide con la transicion de la matriz desde un estado vitreo hacia un estado de mayor
movilidad molecular, permitiendo que la presion interna produzca la expansion y formacion de una

estructura porosa.

La humedad del pellet constituye, por tanto, una variable relevante para este mecanismo. La
formulacion con 30% de frijol utilizada para el analisis microestructural presentd un contenido de
humedad de 14.60 + 0.10% después de la extrusion. Lee et al. (2000) demostraron que el contenido
de humedad de pellets de almidon de maiz modificé significativamente su comportamiento durante
la expansion por microondas y observaron los mayores valores de expansion dentro de un intervalo
aproximado de 10—13%; contenidos excesivamente altos limitaron la acumulacion y liberacion rapida
de presion, mientras que contenidos demasiado bajos proporcionaron una cantidad insuficiente de
agua para generar el vapor requerido para una expansion completa. Aunque estos valores no pueden
extrapolarse directamente a una matriz compleja de maiz azul y frijol ayocote, la humedad observada
en la formulacion analizada se encuentra proxima al intervalo reportado para pellets de cereales

expandidos por microondas.

El estado estructural desarrollado durante la extrusion también condiciona la capacidad posterior del
pellet para expandirse. Lee et al. (2000) observaron que la morfologia y distribuciéon de las celdas
dependieron del grado de gelatinizacion previo del almidon. Una gelatinizacion insuficiente produjo
pequetios espacios internos y baja expansion, mientras que grados superiores permitieron la
formacion de celdas mas desarrolladas; sin embargo, la mayor expansion no sigui6 una relacion lineal
con el grado de gelatinizacién, sino que se obtuvo alrededor de un estado intermedio de
transformacion del almidon. Este comportamiento indica que la expansion requiere un equilibrio entre
movilidad y resistencia mecanica de la matriz: ésta debe ser suficientemente flexible para deformarse

bajo la presion del vapor, pero conservar la resistencia necesaria para estabilizar las celdas formadas.

En una matriz cereal y leguminosa, dicho comportamiento no depende exclusivamente del almidon.
Las proteinas pueden modificar la distribucion de agua, la rigidez de la matriz y las interacciones
intermoleculares, mientras que la fibra y otros componentes también pueden alterar sus propiedades
reoldgicas y, consecuentemente, su capacidad de expansion (Gimeno et al., 2004). Esta consideracion
resulta importante en la formulacién evaluada, donde la incorporacion de 30% de Phaseolus
coccineus incrementa la proporcion relativa de proteina y fibra respecto del maiz azul, generando una

matriz mas compleja que los sistemas constituidos tinicamente por almidon.
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La influencia de la composicion sobre las propiedades fisicas de pellets expandidos también ha sido
demostrada en matrices enriquecidas con ingredientes proteicos. Aguilar-Palazuelos et al. (2006),
utilizando una mezcla de almidon de papa, maiz de alta calidad proteica y harina de soya, observaron
que el incremento de la temperatura de extrusion favorecio el indice de expansion y redujo la densidad
aparente de los pellets posteriormente expandidos por microondas. Asimismo, Gimeno et al. (2004)
demostraron que modificaciones en las propiedades reologicas de la matriz alteraron el tamafio y
distribucion de las celdas y la uniformidad estructural del producto expandido; las matrices menos
homogéneas presentaron una distribuciéon mas amplia de tamafios celulares y paredes de diferente

€SpEeSsOr.

En este sentido, la arquitectura celular observada en el producto expandido resulta consistente con
los cambios tecnofuncionales registrados previamente después de la expansion por microondas. La
formacion de cavidades internas incrementa el volumen ocupado por la matriz y contribuye a
disminuir su densidad aparente, mientras que la geometria, tamafio y distribucion de las celdas
influyen sobre la resistencia mecénica y el comportamiento textural del producto. Lee et al. (2000)
observaron que los tratamientos que generaron mayor volumen de expansion presentaron menores
valores de densidad, mientras que Aguilar-Palazuelos et al. (2006) reportaron igualmente una relacion
inversa entre indice de expansion y densidad en pellets de tercera generacion expandidos por
microondas. Por tanto, aunque SEM no permite establecer por si sola una relacion causal con las
propiedades tecnofuncionales, las modificaciones observadas son congruentes con el aumento del
indice de expansion y la disminucion de la densidad registrados después de la expansion por

microondas en las formulaciones estudiadas.

La comparacion entre los productos no expandidos y expandidos también evidencia que la extrusion
y el calentamiento por microondas desempefiaron funciones estructurales diferentes pero
complementarias. La extrusion produjo la desestructuracion inicial de los componentes y la formacion
de una matriz continua capaz de actuar como precursor del pellet, mientras que el tratamiento
posterior por microondas promovié la expansion de esta matriz y el desarrollo de una arquitectura
celular. En consecuencia, la microestructura final del snack resulta del efecto secuencial del
procesamiento termomecanico y de la posterior generacion y expansion de vapor dentro del pellet,
proceso condicionado por la humedad, el estado previo del almidon y la composicion global de la

matriz (Aguilar-Palazuelos et al., 2006; Gimeno et al., 2004; Lee et al., 2000).
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En conjunto, las micrografias muestran una transiciéon desde estructuras granulares claramente
reconocibles en las materias primas hacia una matriz continua después de la extrusion Yy,
posteriormente, hacia una arquitectura celular heterogénea después de la expansion por microondas.
Estas modificaciones concuerdan con las transformaciones descritas previamente en sistemas de
tercera generacion y proporcionan evidencia morfologica del efecto secuencial del procesamiento

sobre la matriz maiz azul y frijol ayocote.

7.6.3 Difraccion de rayos X

Los difractogramas de rayos X mostraron diferencias en la organizacion estructural de las materias
primas y de las formulaciones extruidas (Figura 15). El maiz azul crudo present6 reflexiones bien
definidas aproximadamente a 15.4°, 17.3°, 18.1° y ~23° (20), consistentes con el patron cristalino
tipo A caracteristico de los almidones de cereales. En contraste, el frijol ayocote present6 reflexiones
menos definidas y un perfil de difracciéon mas amplio, evidenciando diferencias en la organizacion

estructural de ambas materias primas.
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Figura 15. Perfiles de difraccion de rayos X (XRD) de maiz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.)
crudos y de formulaciones extruidas de maiz azul enriquecidas con 10, 20, 30, 40 y 45% de P. coccineus. Los
difractogramas se obtuvieron en un intervalo de 20 de 5° a 30° utilizando radiacién Cu-Ka (A = 0.154056 nm). En el maiz
azul crudo se observan reflexiones aproximadamente a 15.4°, 17.3°, 18.1° y ~23° (20), mientras que en las formulaciones
extruidas se aprecia una menor definicion de estas sefiales y una reflexion prominente en la region cercana a 19.5° (20).

Después de la extrusion, las formulaciones conservaron parcialmente algunas de las reflexiones

caracteristicas del almidon nativo; sin embargo, éstas presentaron menor definicion y mayor

103



ensanchamiento respecto al maiz azul crudo. Asimismo, la regidon cercana a 19.5° adquirié mayor
prominencia relativa en los productos procesados. Conforme aumenté la proporcion de Phaseolus
coccineus, las reflexiones asociadas con la matriz rica en almidon tendieron a presentar menor
intensidad y definicion, particularmente en la formulacion con 45% de frijol. En conjunto, los perfiles
obtenidos evidenciaron modificaciones en el orden estructural de la matriz asociadas tanto con el

procesamiento por extrusion como con las diferencias en la composicion de las formulaciones.

Las reflexiones observadas en el maiz azul crudo son consistentes con el patron cristalino tipo A
caracteristico de los almidones de cereales, cuya organizacion se relaciona con el empaquetamiento
de las dobles hélices de amilopectina en los dominios cristalinos (Hong et al., 2021). Un patrén
comparable ha sido descrito en matrices de maiz azul y frijol destinadas a la elaboracion de botanas
de tercera generacion, asi como en productos de maiz sometidos a extrusion (Navarro Cortez et al.,
2016; Neder-Suarez etal., 2021). Después del procesamiento, el ensanchamiento y la menor
definicion de las reflexiones observados en las formulaciones son consistentes con una reduccion
parcial del orden estructural. Durante la extrusion, la acciéon combinada de temperatura, humedad,
presion y esfuerzo cortante puede alterar la organizacidon semicristalina del almidén mediante
gelatinizacion, destruccion granular y reorganizacion de sus cadenas, favoreciendo la transformacion
de regiones ordenadas hacia estructuras con mayor caracter amorfo (Cueto et al., 2018; Navarro

Cortez et al., 2016; Neder-Suarez et al., 2021).

Sin embargo, la reduccion del orden cristalino nativo no implica necesariamente una transformacion
completa de la matriz hacia un estado amorfo, ya que durante y después del procesamiento pueden
coexistir la desestructuracion de arreglos preexistentes y la formacion de nuevas asociaciones
moleculares. Cueto etal. (2018) determinaron una pérdida promedio cercana al 50% de la
cristalinidad inicial después de la extrusion y atribuyeron el orden remanente tanto a fracciones de
almidon nativo no completamente transformadas como a la formacion de nuevos arreglos, incluidos
complejos amilosa y lipido. De manera complementaria, C. Liu et al. (2025) demostraron mediante
XRD, FTIR y RMN de *C CP/MAS que el procesamiento térmico puede producir inicialmente una
disminucién del orden cristalino y de las estructuras helicoidales, seguida, bajo determinadas
condiciones, por una reorganizacion de las cadenas y la formacion 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 interpretacion dindmica de las
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transformaciones estructurales, en la que pérdida de orden y reorganizaciéon molecular pueden

COEXIStIT.

Esta consideracion resulta relevante para interpretar la sefial cercana a 19.5° (260) observada en los
productos extruidos. En sistemas de maiz azul y frijol procesados por extrusion se ha reportado la
aparicion o intensificacion de sefales proximas a 12.8° y 19.8°, relacionadas con un patrén tipo V'y
con la reorganizacion de cadenas de amilosa en presencia de lipidos (Neder-Suarez et al., 2021). La
formacion de estructuras tipo V después de la gelatinizacion y durante tratamientos termomecanicos
se encuentra ampliamente asociada con complejos de inclusion entre amilosa y lipidos (Oyeyinka
et al.,2021). En consecuencia, la senal alrededor de 19.5° observada en las formulaciones del presente
estudio podria ser compatible con la presencia de este tipo de estructuras. No obstante, esta asignacion
debe considerarse tentativa, debido a que no se realizd una cuantificacion especifica de las fases

cristalinas ni una caracterizacion dirigida de complejos amilosa y lipido.

La incorporacién progresiva de frijol ayocote produjo modificaciones adicionales en los perfiles de
difraccidn, con una menor intensidad y definicion de las reflexiones asociadas con la matriz rica en
almidon conforme aument6 la proporcion de P. coccineus, particularmente en la formulacion con
45%. Esta tendencia no debe atribuirse exclusivamente a una mayor desestructuracion del almidon
ocasionada por la extrusion, ya que el incremento de la leguminosa modificé simultdneamente la
composicion del sistema. Los resultados de composicion proximal mostraron un incremento
progresivo de proteina y fibra dietética conforme aument6 la incorporacion de ayocote, mientras que
disminuyd proporcionalmente la participacion del maiz y, por tanto, de la fase rica en almidon
responsable de las principales reflexiones cristalinas. En productos extruidos, el almidon puede
constituir una fase continua importante, mientras que proteinas, fibra y otros componentes modifican
su continuidad, hidratacion e interacciones durante el procesamiento (Cueto et al., 2018; Mironeasa
et al., 2023). En matrices de maiz azul con diferentes proporciones de frijol negro también se ha
observado que la composicién condiciona las modificaciones estructurales desarrolladas durante el
procesamiento (Neder-Suarez et al., 2024). Por tanto, la menor definicion de las reflexiones a mayores
niveles de ayocote probablemente refleja el efecto conjunto de la transformacién termomecanica del
almidon, la disminucidn relativa de la fase amilacea y la creciente participacion de proteinas, fibra y

otros constituyentes de la leguminosa.
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Las modificaciones detectadas mediante XRD mostraron concordancia con los cambios morfoldgicos
observados previamente mediante SEM. Mientras que las materias primas conservaron estructuras
granulares claramente reconocibles, la formulacion extruida presentd pérdida de la definicion
granular y formacion de una matriz continua e irregular; paralelamente, XRD evidencié una menor
definicion del orden cristalino nativo. Esta correspondencia ha sido observada también en botanas de
maiz azul y frijol negro, donde las modificaciones de la estructura granular después de la extrusion
estuvieron acompaiiadas por cambios en el patron de difraccion (Neder-Suérez et al., 2021). Ambas
técnicas proporcionan asi informacién complementaria a diferentes escalas: SEM permite visualizar
las modificaciones morfoldgicas de la matriz, mientras que XRD proporciona informacion sobre su
orden cristalino de largo alcance. Este nivel de organizacion debe distinguirse de las interacciones y
arreglos moleculares de corto alcance que pueden evaluarse mediante técnicas espectroscopicas como

FTIR (Hong et al., 2021).

Las diferencias estructurales desarrolladas durante la extrusion también resultan relevantes para el
comportamiento posterior del pellet durante la expansiéon por microondas. En pellets de tercera
generacion, las condiciones de extrusion pueden modificar la organizacion 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 mas
definidas en comparacion con la formulacién con 45% y presentaron indices de expansion cercanos
a 2.0 y densidades aparentes intermedias después de la expansion. Esta correspondencia no demuestra
una relacion causal directa entre el perfil de difraccion y la expansion, pero permite considerar el
estado estructural desarrollado durante la extrusion como uno de los factores que contribuyen al
comportamiento tecnologico posterior del pellet. Cueto et al. (2018) reportaron asociaciones entre
indicadores estructurales y propiedades macroscopicas como expansion, densidad y porosidad,
respaldando la conveniencia de interpretar conjuntamente la organizacién de la matriz y sus

propiedades fisicas.

En conjunto, los resultados de XRD evidenciaron que la extrusion modificé el orden estructural
caracteristico de las materias primas, mientras que la incorporacion progresiva de P. coccineus
introdujo modificaciones adicionales asociadas con la composicion de la matriz. La disminucién y el

ensanchamiento de las reflexiones caracteristicas del patron tipo A indican una pérdida parcial del
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orden cristalino nativo, mientras que la sefal cercana a 19.5° es compatible con una posible
reorganizacion hacia estructuras de tipo V, aunque esta asignacion 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
extrusion constituy6 la matriz precursora sobre la cual ocurrid posteriormente la expansion por

microondas.

7.6.4 Analisis por Espectroscopia 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 caracteristicas asociadas con los principales componentes de la
matriz (Figura 16). En la region de 3600-3000 cm™ se observd una banda ancha atribuida
principalmente al estiramiento de grupos O—H y N-H, mientras que alrededor de 2920 cm™ se
identifico una sefial correspondiente al estiramiento C—H. Asimismo, se observaron bandas en la
region de 1700-1500 cm™, asociada principalmente con Amida [ y Amida II, y una regién de
absorcion intensa entre 1200 y 900 cm™, caracteristica de vibraciones C-O-C y C-O de

polisacéridos.

Las principales diferencias entre las materias primas y las formulaciones procesadas se localizaron
en las regiones asociadas con proteinas y polisacaridos, particularmente alrededor de 1650—1540 cm™
y en la regiéon de 1200900 cm™. Las formulaciones con diferentes proporciones de Phaseolus
coccineus presentaron variaciones en el perfil de estas bandas, incluyendo la region cercana a 1045
cm'. Debido a que los espectros se analizaron de manera comparativa sin aplicar un procedimiento
de normalizacion o deconvolucion dirigido a la cuantificacion de bandas individuales, las diferencias
de absorbancia se interpretaron cualitativamente como modificaciones del perfil espectral y no como

cambios cuantitativos en la concentracion de grupos funcionales especificos.

Los perfiles ATR-FTIR evidenciaron que la incorporacion de P coccineus y el procesamiento
modificaron el entorno molecular de los principales biopolimeros de la matriz sin observarse la
aparicion evidente de nuevas regiones de absorcidn respecto de las materias primas. La banda ancha
localizada entre 3600 y 3000 cm™ corresponde principalmente a vibraciones de estiramiento O—H,
con posible contribucidon de grupos N—H, y se relaciona con la extensa red de enlaces de hidrégeno

presente en carbohidratos, proteinas y agua asociada. Esta region es particularmente sensible a las
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interacciones intermoleculares de los polisacaridos, debido a la abundancia de grupos hidroxilo
capaces de participar en enlaces de hidrégeno (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 composicion cereal y leguminosa como de las modificaciones estructurales
desarrolladas durante el procesamiento. De manera similar, la sefial proxima a 2920 cm™ corresponde

principalmente al estiramiento de enlaces C—H presentes en los componentes organicos de la matriz.

0.25 -
——Maiz azul crudo
— Frijol ayocote crudo
—— Extruido +10% frijol
0.2 -
—— Extruido +20% frijol
Extruido +30% frijol
——— Extruido +40% frijol
0.15

Extruido +45% frijol

0.1 -

Absorbancia (u.a.)

0.05 -

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (em ™)
Figura 16. Espectros ATR-FTIR de las materias primas y de las formulaciones extruidas y expandidas por microondas
de maiz azul (Zea mays L.) enriquecidas con Phaseolus coccineus L. Se identifican las principales bandas de absorcion
correspondientes al estiramiento O—H/N—H (3600-3000 cm™), estiramiento C—H (~2920 cm ™), bandas Amida I y Amida
II (1700-1500 cm™) y vibraciones C—O—C y C-O asociadas con polisacaridos (1200-900 cm™), incluyendo la region
alrededor de 1045 cm™.

La region comprendida entre aproximadamente 1700 y 1500 cm™ proporciona informacion relevante
sobre el componente proteico. La banda Amida I, localizada principalmente entre 1700 y 1600 cm™,
se origina predominantemente por el estiramiento C=0 del enlace peptidico y es particularmente
sensible al entorno conformacional y a la estructura secundaria de las proteinas; por su parte, Amida
II presenta una contribucion importante de la flexion N—H y del estiramiento C—N (Usoltsev et al.,
2019). La presencia y modificacion de estas regiones en las formulaciones es congruente con la

creciente participacion del componente proteico derivado de la incorporacion de ayocote y con las
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transformaciones que las proteinas pueden experimentar durante el procesamiento térmico. Garcia-
Valle etal. (2021), en una matriz cereal y leguminosa, observaron modificaciones en las
caracteristicas estructurales de las proteinas y en sus interacciones dentro de la matriz al incorporar
harina de garbanzo, evidenciando que la adicion de una leguminosa puede alterar la organizacion del

sistema proteina y almidon.

No obstante, las modificaciones observadas en la regiéon de Amida I no permiten establecer por si
solas una transicion especifica entre a-hélices, hojas B, giros B u otras estructuras secundarias. La
asignacion de estos componentes requiere procedimientos espectrales especificos, como segunda
derivada y deconvolucion de la region de Amida I, que permiten resolver bandas superpuestas
(Usoltsev et al., 2019). Ademas, en matrices ricas en almidon debe considerarse que alrededor de
1640-1650 cm™ puede existir contribucion de la vibracion de flexion H-O—H del agua asociada, por
lo que esta region no puede atribuirse exclusivamente a las proteinas. En consecuencia, los cambios
observados en 1700—-1500 cm™ se interpretan de manera general como modificaciones del entorno
molecular de la fraccion proteica y de sus interacciones con otros componentes de la matriz, sin

asignar cambios conformacionales especificos.

La region de 1200-900 cm™ constituye uno de los segmentos més informativos de los espectros para
evaluar la fraccion polisacaridica. En esta region predominan vibraciones relacionadas con enlaces
C-0, C-0O—C y C-O—H de los carbohidratos y, particularmente en almidones, las bandas proximas a
1047, 1022 y 995 cm™ son sensibles a su organizacion molecular de corto alcance. La sefal alrededor
de 1047 cm™ se ha relacionado con estructuras relativamente ordenadas, mientras que la region
proxima a 1022 cm ™ presenta una mayor contribucién de dominios desordenados o amorfos; la banda
cercana a 995 cm™ se ha asociado con la organizacidn de las hélices hidratadas del almidon (Hong
et al., 2021; Sofi et al., 2023). Estas caracteristicas espectrales han permitido utilizar relaciones como

1047/1022 y 995/1022 cm™ como indicadores de organizacion molecular de corto alcance.

En una matriz particularmente cercana a la del presente estudio, Neder-Suarez et al. (2021) utilizaron
las sefiales de esta region para evaluar modificaciones estructurales en botanas de tercera generacion
elaboradas con maiz azul y frijol negro, observando cambios después del procesamiento compatibles
con una reorganizacion de la fraccion amilacea. 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 maiz azul. Estos antecedentes respaldan que las
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variaciones observadas alrededor de 1045 cm™ en las formulaciones del presente estudio sean
compatibles con modificaciones en el entorno y organizacion molecular de los polisacaridos como
consecuencia de la transformacion 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™, los espectros no permiten
cuantificar el grado de orden molecular ni establecer directamente una disminucién o incremento de

éste.

Esta distincion resulta importante al comparar ATR-FTIR con los resultados obtenidos mediante
XRD. Mientras que XRD permiti6 identificar modificaciones en el orden cristalino de largo alcance,
ATR-FTIR aporta informacion complementaria sobre el entorno molecular y la organizacion de corto
alcance de los componentes de la matriz (Hong et al., 2021). En este sentido, la menor definicién de
las reflexiones caracteristicas del patron cristalino tipo A observada mediante XRD y las
modificaciones de la region 1200-900 cm™ mediante ATR-FTIR representan fenomenos
relacionados, pero no equivalentes. La conservacién de bandas caracteristicas de los polisacaridos
después del procesamiento tampoco implica que el almidon haya mantenido intacta su organizacion
original, ya que pueden ocurrir modificaciones importantes en el orden molecular sin que
necesariamente aparezcan nuevos grupos funcionales. Estudios de matrices sometidas a extrusion han
mostrado precisamente que los perfiles FTIR pueden conservar las principales bandas caracteristicas

mientras cambian los indicadores de organizacion de corto alcance del almidon (Ren et al., 2023).

El procesamiento aplicado en el presente estudio comprendio6 tanto la extrusion como la posterior
expansion 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 extrusion, la combinacion de
temperatura, humedad y esfuerzo de corte favorece la pérdida de la organizacion granular del
almidon, la modificacion de interacciones intermoleculares y cambios conformacionales y de
agregacion de las proteinas; posteriormente, el calentamiento por microondas puede promover nuevas
modificaciones mediante el rapido 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) demostrd que el tratamiento
con microondas puede modificar simultineamente la organizacion de corto y largo alcance del
almidon, involucrando tanto desestructuraciéon como reorganizaciéon molecular bajo diferentes

condiciones de tratamiento. Aunque dicho estudio se realizé con almidén de castafia y no con una
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matriz cereal y leguminosa extruida, proporciona una posible explicacion para considerar que la
expansion por microondas también puede contribuir al estado estructural finalmente detectado

mediante ATR-FTIR.

La proporcién de P. coccineus constituye ademas un factor relevante para interpretar las diferencias
espectrales entre las formulaciones. El incremento de ayocote modifico simultaneamente las
proporciones relativas de almidon, proteina, fibra y otros constituyentes, generando matrices con
diferente composicion y posibilidades de interaccion intermolecular. Por ello, las variaciones
observadas en las regiones de amidas y polisacaridos no deben interpretarse Gnicamente como
diferentes grados de transformacion ocasionados por el procesamiento, sino también como
consecuencia de la contribucion relativa de cada componente y de las interacciones desarrolladas
entre ellos. En sistemas cereal y leguminosa, las proteinas pueden interactuar con el almidén mediante
enlaces de hidrogeno, asociaciones hidrofobicas y otras interacciones no covalentes, modificando la
organizacion de la matriz y la accesibilidad de los grupos funcionales detectados
espectroscopicamente (Garcia-Valle et al., 2021; Neder-Suarez et al., 2024). En consecuencia, el
perfil ATR-FTIR final representa la respuesta integrada de una matriz multicomponente y no la

transformacion independiente de almidon o proteina.

En conjunto, los resultados obtenidos mediante ATR-FTIR complementaron la informacion
estructural proporcionada por SEM y XRD. La pérdida de la organizacion granular y la formacion de
una matriz continua observadas mediante SEM evidenciaron modificaciones a escala morfologica;
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 proteinas y polisacaridos evidenciaron modificaciones en el entorno molecular de estos
biopolimeros. En conjunto, estas técnicas muestran que la incorporacion de P. coccineus y el
procesamiento mediante extrusion seguido de expansion por microondas produjeron modificaciones
estructurales a diferentes niveles de organizacion de la matriz. Este comportamiento es consistente
con lo descrito previamente en sistemas extruidos de maiz azul y mezclas cereal y leguminosa

(Navarro Cortez et al., 2016; Neder-Suérez et al., 2021, 2024).
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7.7 Objetivo particular 6: Evaluacion sensorial

7.7.1 Aceptabilidad sensorial

Los resultados de la evaluacion sensorial de las botanas elaboradas con maiz azul y diferentes niveles
de sustitucion 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 formulacion sobre los

atributos sensoriales se evalu6é mediante la prueba no paramétrica de Friedman.
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Figura 17. Perfil sensorial de botanas de tercera generacion expandidas por microondas, elaboradas
con maiz azul y diferentes niveles de sustitucion con Phaseolus coccineus (30, 40 y 45%).

Se detectaron diferencias significativas entre formulaciones para apariencia (¥*(3) = 9.341, p=0.025),
sabor (¥*(3) = 30.224, p < 0.001), crujencia (¥*(3) = 18.079, p < 0.001) y aceptabilidad global (¥*(3)
=27.150, p < 0.001), mientras que la dureza percibida no present6 diferencias significativas (¥*(3) =
3.475, p=0.324). Las comparaciones multiples mediante la prueba de rangos con signo de Wilcoxon
con correccion 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, Unicamente las formulaciones con 30 y 40% de frijol difirieron del control, mientras que
la formulacion con 45% no mantuvo diferencias significativas tras la correccion (p = 0.011). En

contraste, la apariencia no mostr6 diferencias en las comparaciones pareadas después de la correccion
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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 incorporacion de Phaseolus coccineus redujo las puntuaciones de sabor y aceptabilidad global
respecto al control de maiz azul. De manera similar, se ha documentado que la incorporacion 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-Suérez 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 iinicamente
del proceso de extrusion (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 sustitucion dentro de este intervalo no modifican de forma apreciable la percepcion

del consumidor.

La menor puntuaciéon de crujencia fue consistente con las modificaciones fisicas previamente
observadas, particularmente en el indice de expansion, la densidad aparente y las propiedades
texturales. La percepcion de crujencia depende de la formacion de una estructura porosa y del
comportamiento mecanico del producto durante la fractura, ambos estrechamente relacionados con
el grado de expansion 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 etal. (2017) sefalaron que algunos atributos texturales instrumentales y
sensoriales presentan asociaciones consistentes, mientras que otros responden de manera
independiente debido a la interaccion del alimento durante la masticacion. Esto permite interpretar
que las modificaciones fisicas inducidas por la formulacion contribuyeron a la menor percepcion de
crujencia, mientras que las diferencias instrumentales de dureza no fueron percibidas por los

consumidores.

En conjunto, los resultados indican que la incorporacion de Phaseolus coccineus permitié mejorar el
perfil nutrimental de las botanas sin comprometer completamente su aceptacion. Aunque el control
obtuvo las puntuaciones mas altas de sabor y aceptabilidad, las formulaciones con 30—45% de frijol
mostraron respuestas sensoriales similares entre si, 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 intencion de consumo y compra

La formulacion elaborada exclusivamente con maiz azul fue seleccionada como la muestra preferida
por 55.6% de los consumidores, seguida de la formulacién 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 distribucion de las preferencias difirid
significativamente de una distribucién uniforme y2(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,
proporcion que no difirié significativamente de la obtenida por el control de maiz azul en una

comparacion binomial (p = 0.374).

Después de recibir informacion sobre la composicion nutrimental de las botanas, los consumidores
reportaron una respuesta moderadamente favorable. El cambio de percepcion presentd 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 intercuartilico de
4-6. Las respuestas positivas, definidas como puntuaciones de 5 a 7, representaron 67.9% para el
cambio de percepcion, 71.6% para la intencion de consumo y 66.7% para la intencidon de compra. La

distribucion completa de frecuencias se presenta en el Apéndice 11.11.

La prueba de Friedman no mostré diferencias significativas entre el cambio de percepcion y las
intenciones de consumo y compra x2?(2) = 2.63, p = 0.268. Sin embargo, se observd una
correlacion positiva fuerte entre la intencion de consumo y la intencion de compra (p = 0.886, p <
0.001). Asimismo, el cambio de percepcion se correlaciond positivamente con la intencion de

consumo (p = 0.330, p = 0.003) y con la intencidon de compra (p = 0.368, p < 0.001).

A pesar de que la formulacion elaborada exclusivamente con maiz azul fue la mas seleccionada por
los consumidores, las formulaciones enriquecidas con Phaseolus coccineus concentraron
conjuntamente el 44.4% de las preferencias, lo que sugiere que la incorporacion de hasta 45% de
frijol no comprometié sustancialmente su aceptacion. Este resultado adquiere relevancia, ya que la
incorporacion de leguminosas suele modificar atributos sensoriales que limitan la aceptabilidad de
este tipo de productos. En este sentido, Escobedo y Mojica (2021) sefialan que el éxito de las botanas
elaboradas con leguminosas depende del equilibrio entre el valor nutrimental y la aceptacion

sensorial, mientras que Han et al. (2010) identificaron al sabor como el principal determinante de la
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aceptabilidad global. Asimismo, Neder-Sudrez et al. (2021) demostraron que la incorporacion de
leguminosas en botanas extruidas mejora su perfil nutrimental, aunque mantener una adecuada
aceptacion sensorial contintia siendo uno de los principales desafios tecnoldgicos. En términos
generales, estos antecedentes respaldan que las formulaciones desarrolladas mantuvieron una
aceptacion competitiva, indicando que la mejora del perfil nutrimental pudo alcanzarse sin
comprometer proporcionalmente la aceptacion del consumidor. Asimismo, la fuerte correlacion
positiva entre la intencion de consumo y la intencidon de compra (p = 0.886; p < 0.001) sugiere que la
aceptacion trascendid la evaluacion hedodnica inmediata. Aunque el disefio del estudio no permite
atribuir un efecto causal a la informacion nutrimental proporcionada, los resultados coinciden con la
evidencia reciente de que la aceptacion de alimentos elaborados con leguminosas también esta
influenciada por la percepcion 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 aceptacion.

En conjunto, los resultados de la evaluacion sensorial mostraron que la incorporacion de hasta 45%
de Phaseolus coccineus permitid obtener botanas con una aceptabilidad comparable a la del control
en varios atributos sensoriales. Aunque la formulacion de maiz azul fue la preferida por la mayoria
de los consumidores, las formulaciones enriquecidas con frijol concentraron cerca de la mitad de las
preferencias y mostraron una respuesta favorable en términos de percepcion, intencion de consumo e

intencion de compra, respaldando el potencial de aceptacion del producto.
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VIII. CONCLUSIONES

Se establecieron formulaciones de botanas de tercera generacion con hasta 45% de frijol ayocote,
manteniendo condiciones adecuadas para su extrusion y expansion por microondas.

La incorporacion de frijol ayocote incremento el contenido de proteina, fibra dietética y lisina,
mejorando el perfil nutrimental de las formulaciones; sin embargo, una mayor proporcion de
leguminosa no se tradujo necesariamente en una mejora proporcional de todas las propiedades
evaluadas.

La extrusion increment6 la digestibilidad aparente in vitro de la materia seca, pero disminuy¢ la
digestibilidad proteica y el IV-PDCAAS, evidenciando respuestas diferenciadas de la matriz al
procesamiento.

La formulaciéon y el procesamiento condicionaron el contenido de compuestos fendlicos,
antocianinas y 4acido fitico, asi como la capacidad antioxidante in vitro. Las antocianinas fueron
particularmente sensibles a la extrusion, mientras que DPPH y ABTS presentaron respuestas
diferenciadas después de la digestion in vitro.

Los analisis mediante SEM, XRD, ATR-FTIR y SDS-PAGE evidenciaron que la extrusion
produjo pérdida de la organizacion granular y del orden cristalino caracteristico de las materias
primas, acompafnada de modificaciones moleculares y proteicas como consecuencia de la
formulacion y el procesamiento

Las formulaciones con 30, 40 y 45% de frijol ayocote presentaron aceptacion sensorial favorable,
demostrando la viabilidad de incorporar proporciones elevadas de la leguminosa en el producto
final.

Considerando conjuntamente el perfil nutrimental, desempefio tecnofuncional y aceptacion
sensorial, la formulacidon con 30% de frijol ayocote presentd el mejor balance integral, mientras
que mayores incorporaciones permitieron incrementar el enriquecimiento nutrimental con
modificaciones mas pronunciadas en las propiedades del producto.

En conjunto, el uso combinado de maiz azul y frijol ayocote permitié desarrollar una botana de
tercera generacion nutricionalmente enriquecida, tecnoldgicamente viable y sensorialmente

aceptable.
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IX. PERSPECTIVAS

Caracterizar el perfil de antocianinas y compuestos fenolicos mediante HPLC-DAD o LC-MS,
para identificar y cuantificar compuestos individuales y evaluar su estabilidad durante el
procesamiento y la digestion in vitro.

Ampliar la evaluacion de la calidad proteica mediante metodologias que consideren las fracciones
proteicas insolubles y agregadas durante el procesamiento, para estimar con mayor precision la
digestibilidad y los indicadores de calidad proteica.

Profundizar en la relacion entre las modificaciones estructurales y la digestibilidad proteica,
mediante técnicas complementarias que permitan evaluar desnaturalizacién, agregacion e
interaccion de las proteinas con otros componentes de la matriz.

Optimizar la formulacion y las condiciones de procesamiento, considerando el balance entre
enriquecimiento nutrimental, propiedades tecnofuncionales y aceptacion sensorial.

Ampliar la evaluacion sensorial mediante segmentacion de consumidores y modelos de
preferencia, con el fin de identificar formulaciones con mayor potencial de transferencia
tecnologica.

Evaluar el potencial funcional de las formulaciones seleccionadas mediante modelos bioldgicos
in vitro y, posteriormente, estudios in vivo que permitan determinar efectos fisiologicos
especificos.

Evaluar la factibilidad de escalamiento y la estabilidad durante el almacenamiento de las
formulaciones seleccionadas, considerando sus propiedades fisicoquimicas, tecnofuncionales y

sensoriales.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La estimacion de la calidad proteica estuvo condicionada por la recuperacion 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.

La caracterizacion de antocianinas y compuestos fenolicos se realizd mediante determinaciones
globales, sin identificacion y cuantificacion individual por técnicas cromatograficas.

Los ensayos DPPH y ABTS representan capacidad antioxidante in vitro y no permiten inferir
directamente bioactividad, biodisponibilidad o efectos fisiologicos.

La ausencia de modelos biologicos limita la interpretacion de los resultados a las caracteristicas
quimicas, nutrimentales, tecnofuncionales, estructurales y sensoriales evaluadas.

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. APENDICE

Apéndice 11.1 Formato de consentimiento informado.

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Desarrollo de botana funcional de tercera generacion elaborada con
ingredientes autéctonos: maiz azul (Zea mays L.) y frijol ayocote

{Phaseolus coccineus L.)

Dr. Carlos Abel Amaya Guerra

 Departamen Laboratorio de Alimentos
Persona de contacto MC Victor Andrés Ayala Rodriguez
Correo de contacto _ victor ayalard@uanl.edu.mx

Usted ha sido invitado{a) a participar en un estudio de Investigacion. Este documento contiene informacion
importante sobre el propésito del estudio, lo que usted hard si decide participar y la forma en que serd
utilizada la informacién proporcionada. Puede contener palabras que usted no entienda, de ser ast, solicite a
la persona a cargo del estudio que le explique cualquier informacién que no le quede claro.

¢Cudl es el propésito del estudio?

El propésito de este estudio es evaluar el efecto de la adicion de harina de frijol ayocote a harina de malz azul
en la aceptabilidad sensorial de snacks extruldos de tercera generacion elaborados con diferentes mezclas
de ambos Ingredientes.

:Cudl serd la duracién del estudio?
Una sesion de 10-15 minutos.

LCuiles serdn los requisitos para mi participacién?
* Hombres y mujeres entre 18 y 45 aflos
* Consumidores habituales de botanas
* Sinalergias conocidas a malx o frijol
* No encontrarse bajo un plan estricto de control alimentario

iCudl es el procedimiento del estudio?
Se le proporcionardn 4 muestras de botanas extruidas para evaluar su apariencia, dureza, sabor, crujenciay

aceptabilidad global.

;Cuiles son los posibles riesgos?
Riesgo minimo debido al consumo de ingredientes de uso comin.

Ml participacion tiene algan costo?

No.

(Recibiré alguna compensacién econémica?
No.

(Cudles son mis derechos como participante?
Usted puede retirarse en cualquier momento y sus datos serdn manefados de forma confidencial,
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LCémo se protegerd la confidencialidad de sus datos personales?

Si acepta participar en esta investigacion, el Investigador recabard y registrard su informacion personal, esta
informacién serd su nombre y firma. El investigador serd responsable de salvaguardar la informacién de
acuerdo a las regulaciones locales. Toda Informacién tiene como finalidad garantizar la Integridad clentifica
de la investigacion, su nombre no serd conocido fuera de la institucién a menos que lo requieran. Los
resultados de este estudio de investigacion podrin presentarse en reuniones y/o en publicaciones. Al firmar
este documento, usted autoriza el uso y revelaciones de la informacién obtenida de su prueba
sensorial en esta forma de consentimlento,

Contacto en caso de dudas;

A=

Dr. Carlos Abel Amtaya Guerra MC Victor Andrés Ayala Rodriguez
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Cienclas Biologicas Facultad de Clencias Bloldgicas
e-mail: carlosamayagr®uanl sduinx e-mall: victor.ayalard@uanl.edu.mx

Teléfono:

+52 81-83-294000 Ext. 3670
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Consentimiento:

He lefdo la Informacion anterior y acepto participar de manera voluntaria.

Nombre del participante
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Apéndice 11.2. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para evaluar los efectos de la
formulacién y del tiempo de exposicion a microondas sobre el diametro de expansion de pellets extruidos de
maiz azul y frijol ayocote.

Fuente de variacion F (g Valor de p n? parcial
Formulacion 52.072 (6,168) <0.001 0.650
Tiempo de exposicion 124.683 (5,168) <0.001 0.788
Formulaciéon x Tiempo 1.757 (30,168) 0.014 0.239
Ajuste del modelo — R?*=0.855 R? ajustado = 0.819

Nota. E1 ANOVA de dos vias se realizé considerando como factores la formulacion y el tiempo de exposicion
a microondas. Los valores corresponden al estadistico F, el valor de p y el tamafio del efecto (n? parcial) para
cada fuente de variacion. El ajuste global del modelo se expresa mediante el coeficiente de determinacion (R?)
y el R? ajustado. La prueba de Tukey (HSD) se realizod con un nivel de significancia de a = 0.05.

Apéndice 11.3. Resultados del ANOVA de dos vias y prueba HSD de Tukey para la digestibilidad aparente in vitro de la
materia seca (%) de formulaciones maiz y frijol (n = 3, media + DE).

Harinas crudas Harinas extruidas

Formulacién Grupo Tukey HSD*

Media marginal

(Media = DE) (Media = DE) (%)
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+0091 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 vias (variable dependiente: digestibilidad aparente in vitro de la materia seca):
e Formulacion: F(6,28) = 40.38; p <0.001; n* = 0.896.

e  Tratamiento (crudo x extruido): F(1,28) =4693.88; p <0.001; 2 = 0.994.
e Interaccion formulacion X tratamiento: F(6,28) = 14.31; p <0.001; n? = 0.754.
e Ajuste del modelo: R? = 0.994 (R? ajustado = 0.992)

Apéndice 11.4. Resultados del ANOVA de dos vias y prueba HSD de Tukey para la digestibilidad proteica in vitro (%)
de formulaciones maiz y frijol (n = 3, media = DE).

Formulacién Harinas crudas Harinas extruidas Grupo Tukey Media marginal

(Media = DE) (Media + DE) HSD* (%)
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 vias (variable dependiente: digestibilidad proteica in vitro):
e  Formulacién: F(6,28) =26.39; p <0.001; n? = 0.850.
e  Tratamiento (crudo X extruido): F(1,28) =708.57; p < 0.001; n?> = 0.962.
e Interaccion formulacion x tratamiento: F(6,28) = 15.89; p < 0.001; n?=0.773.
e Ajuste del modelo: R? = 0.972 (R? ajustado = 0.959).
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Apéndice 11.5. Resultados del ANOVA de dos vias y prueba HSD de Tukey para la puntuacion de aminoacidos corregida
por digestibilidad proteica in vitro (IV-PDCAAS, %) de formulaciones maiz y frijol (n = 3, media + DE).

Formulacion

Harinas crudas

Harinas extruidas

Grupo Tukey HSD*

Media marginal

(Media + DE) (Media = DE) (%)
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+0091 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 4591 +0.24 34.31+£1.12 6 40.11

ANOVA de dos vias (variable dependiente: IV-PDCAAS):
e  Formulacion: F(6,28) = 543.91; p <0.001; n?> = 0.991.

e  Tratamiento (crudo X extruido): F(1,28) =806.15; p < 0.001; n? = 0.966.

e Interaccion formulacion x tratamiento: F(6,28) = 25.32; p < 0.001; n* = 0.844.

e  Ajuste del modelo: R? = 0.993 (R? ajustado = 0.990).
*Letras o nimeros iguales indican ausencia de diferencias significativas entre tratamientos (prueba HSD de Tukey, o =
0.05)

Apéndice 11.6. Resultados del ANOVA de dos vias y de la prueba HSD de Tukey para el contenido de polifenoles en
mezclas de maiz y frijol (mg EAG/g de peso seco, n = 3, media £ DE).
Harinas crudas Harinas extruidas

Media marginal

Formulacién (Media + DE) (Media + DE) Grupo Tukey HSD* (%)
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 548 £0.71 4.82+0.18 1 5.15
30% frijol 448 +0.77 5.50+0.30 1 4.99
40% frijol 4.67 £0.55 545+0.21 1 5.06
45% frijol 6.19+£0.51 6.09+0.18 3 6.14
Blanco enzimatico** 19.42 + 1.80 12.38 +£0.12 — —

ANOVA de dos vias (variable dependiente: contenido de polifenoles):

e  Formulacion: F(6,28) = 57.67, p <0.001, n* = 0.925

e Tratamiento (harinas crudas vs. extruidas): F(1,28) =57.56, p <0.001, n?> = 0.673

e Interaccion Formulacién x Tratamiento: F(6,28) = 17.89, p <0.001, n? =0.793

o Ajuste del modelo: R? = 0.948 (R? ajustado = 0.924)
*Prueba HSD de Tukey (o = 0.05). Las formulaciones que comparten el mismo numero no presentan diferencias
significativas.
**Nota: Los blancos enzimaticos (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 vias y la prueba HSD de Tukey.

141



Apéndice 11.7. Resultados del ANOVA de dos vias y de la prueba HSD de Tukey para la actividad antioxidante (ensayo
DPPH) de mezclas de maiz y frijol (umol ET/g de peso seco, n = 3, media = DE).

Formulacién Harinas crudas Harinas extruidas Grupo Tukey Media marginal
(Media = DE) (Media = DE) HSD* (%)

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 enzimatico** 75.15+5.17 64.91 +7.09 — —

ANOVA de dos vias (variable dependiente: actividad antioxidante determinada mediante el ensayo DPPH):
e  Formulaciéon: F(6,28) =3099.07, p <0.001, n>=0.998

e Tratamiento (harinas crudas vs. extruidas): F(1,28) = 626.13, p <0.001, n* = 0.957

e Interacciéon Formulacién x Tratamiento: F(6,28) =273.72, p <0.001, n*> = 0.983
o Ajuste del modelo: R? = 0.999 (R? ajustado = 0.998)
* Prueba HSD de Tukey (a = 0.05). Las formulaciones que comparten el mismo nimero no presentan diferencias

significativas.

**Nota: Los blancos enzimaticos (enzimas digestivas sin muestra) se utilizaron para corregir la actividad antioxidante
intrinseca de las enzimas. Todos los valores reportados en esta tabla fueron corregidos respecto al blanco enzimatico y
corresponden a los datos analizados mediante ANOVA de dos vias y la prueba HSD de Tukey.

Apéndice 11.8. Resultados del ANOVA de dos vias y la prueba HSD de Tukey para la actividad antioxidante (ensayo
ABTS) de las mezclas maiz y frijol (umol TE/g PS, n = 3, media = DE).

Formulacién Harinas crudas Harinas extruidas Grupo Tukey Media
(Media + DE) (Media + DE) HSD* 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 enzimatico** 7.50 +£0.01 4.84 +0.01 — —

ANOVA de dos vias (variable dependiente: actividad antioxidante por ABTS):
e  Formulacion: F(6,28) =29.66, p < 0.001, n* = 0.864
o Tratamiento (harina cruda vs. extruida): F(1,28) = 1026.21, p <0.001, 1> =0.973
e Interacciéon Formulacién x Tratamiento: F(6,28) =33.67, p <0.001, n* =0.878
e Ajuste del modelo: R? = 0.980 (R? ajustado = 0.971)
*Prueba HSD de Tukey (a = 0.05). Los grupos que comparten el mismo numero no presentan diferencias significativas.
**Nota: Los blancos enzimaticos (enzimas digestivas sin muestra) se utilizaron para corregir la actividad antioxidante
intrinseca 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 enzimatico y fueron sometidas al analisis

mediante ANOVA de dos vias y la prueba HSD de Tukey.
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Apéndice 11.9. Resultados del ANOVA de dos vias y la prueba HSD de Tukey para el contenido de antocianinas de las
mezclas maiz y frijol (mg/100 g PS, n =3, media + DE).

Formulacién Harinas crudas Harinas extruidas Grupo Tukey Media Formulacién
(Media + DE) (Media + DE) HSD* marginal (%)
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 £547 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+£522 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 vias (variable dependiente: antocianinas, mg/100 g PS):
e  Formulacién: F(6,42) = 1554.26, p < 0.001, n>=0.996
e Tratamiento (harinas crudas vs. extruidas vs. expandidas): F(2,42) = 5795.24, p < 0.001, n* = 0.996
e Interaccion Formulacién x Tratamiento: F(12,42) = 705.72, p < 0.001, n* = 0.995
e Ajuste del modelo: R? = 0.999 (R? ajustado = 0.998)
* Prueba HSD de Tukey (o = 0.05). Los grupos que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas.

Apéndice 11.10. Resultados del ANOVA de dos vias y de la prueba de Tukey HSD para el contenido de acido fitico en
mezclas de maiz y frijol (mg/g de peso seco, n = 3, media + DE).

Formulacién Harinas crudas  Harinas extruidas-expandidas  Grupo Tukey Media marginal
(Media = DE) (Media = DE) HSD* (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 be 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 vias (variable dependiente: contenido de acido fitico):

e Formulacion: F(6,28) = 127.76, p <0.001, n? = 0.965

e Tratamiento (harinas crudas vs. extruidas-expandidas): F(1,28) =96.10, p <0.001, n>=0.774

e Interaccion Formulacion x Tratamiento: F(6,28) = 0.051, p = 0.999, n> = 0.011

e Ajuste del modelo: R? = 0.969 (R? ajustado = 0.954)
* Prueba HSD de Tukey (a = 0.05). Las formulaciones que comparten al menos una letra no presentan diferencias
significativas
Nota: Los valores de acido fitico se expresan como mg de acido fitico/g de peso seco (PS). Las medias marginales
corresponden a las medias estimadas obtenidas mediante el ANOVA de dos vias considerando ambos tratamientos de
procesamiento. No se detectd una interaccion significativa entre la formulacion y el tratamiento, lo que indica que la
extrusion-expansion produjo una reduccion similar del contenido de acido fitico en todas las formulaciones.
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Apéndice 11.11. Preferencia del consumidor y respuestas posteriores a la informacion sobre la composicion nutricional
de las botanas elaboradas con maiz azul y Phaseolus coccineus (n = §1).

Variable Categoria n %
Maiz azul (control) 45 55.6
o) e

Muestra preferida 2802 ggg} }g é;;
45% frijol 8 9.9

1 4 4.9

2 3 3.7

3 2 2.5
Cambio de percepcion después de conocer la informacion 4 17 21.0
5 21 25.9
6 24 29.6
7 10 12.3

1 1 1.2

2 4 4.9

3 5 6.2
Disposicion a consumir el producto 4 13 16.0
5 25 30.9
6 20 24.7
7 13 16.0

1 2 2.5

2 3 3.7

3 10 12.3
Disposicion a comprar el producto 4 12 14.8
5 27 333

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 percepcion, disposicidon a consumir y disposicion a comprar se evaluaron mediante una escala ordinal de
0 (muy negativa) a 6 (muy positiva), después de proporcionar informacion sobre la composicion del producto.
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ABSTRACT

Introduction: The scariet runner bean (Phaseolus cocoineus L), also known as the runner of ayocote bean, i one of five
Phaseolus species domesticated in Mesoamerica. it holds considerable economic importance, ranking third after P. vulgaris
and P. lunatus. Despite its reflevance, resoarch on its bloactive compounds and potential health benefits still needs to be
conducted. Objective:  This review explores the nutritional compoution, anti-nutritional factors, and bloactive compound
lovels of P. coccineus, smphasizing their implications for consumer haaith. Material and method: A comprehensive literature
review, following PRISMA 2020 guidelines, was conducted across electronic databases, identifying 163 relevant studies. After
applying iInchusion and exclusion criterta, 13 studies were selectod for analysis. Results:  These studies highiighted P. coccineus
s b potential source of nutraceutical properties and innovative food products almed at enhancing nutritional quabity. The
bloactive compounds, Including antioxidants and peptides, suggest benefits In preventing chronic diseases and promoting
food security. Conclusion: The Ayocote bean (Phaseclus coccineus) Is an underutiized legume with notable nutraceutical
potential, rich in bloactive compounds that support oaldative stress reduction, immune modulation, and cardiovascular
health. Promoting its use benefits food security, rural economies, and germplasm peeservation, highlighting its promise for
functional foods and dietary supplementation.

Key words: Phaseclus coccineus, nutraceutical properties, Incorporating pulses.

RESUMEN

Introduccidn: E frijol ayocote (Phaseolus coccineus L), también conocido come frijol escarksta o corredor, es una de las cinco
especies de Phaseclus domesticadas en Mesoaménca. Es de Importancia econdmica, ocupando el tercer hugar despuds de P,
wulgaris y P lunatus. A pesar de su relevancta, la Investigacion sobre s compuestos bloactivos y beneficios para (s salud es
Nmitada. Objetivo: Esta revision explora la composicion nutricional, los factores antinutricionales y Jos compuestos bloactivos
de P. coccineus, con énfasis en sus implicaciones para la salud Material y Método:  Se realizd una revision exhaustiva
sigulendo las directrices PRISMA 2020, identificando 163 estudios en bases de datos electronicas, de los cuates 13 cumplieron
o3 criterios de inclusion para el andlivs. Resultados: Los estudios destacan a P. coctineus como fuente de propledades
nutracéuticas y productos alimentarios innovadores que mejoran |3 calidad nutricional. Los compuestos bioactivos, como
antionidanies y péptidos, sugieren beneficios para la prevencion de enfermedades cronicas y la seguridad alimentarnia.
Condusion:  Sin embargo, se requiere mas investigacion para comprender plenamente la composicion de puestos
fendlicos, péptidos bloactivos y factores antinutricionales en P, coctineus, promoviendo su uso como alimento funcional y
novedoso ingrediente dietético.

Palabras clave: Phaseolus coccineus, propledades nutracedticas, Incorporacion de leguminosas.
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Significance

Beans are considered an important staple food in the
Mexican dict. The runner bean is a significant source
of nutrients and demonstrates functional potential.
Additionally, it posscsses characteristics suitable for
large-scale cultivation, which could encourage its
consumption. Despite this, it is not widely cultivated.
and its commercial usc remains highly limited. To
address these challenges and opportunitics, the
development of raw materials and new food products
derived from the runner bean could contribute 10
promoting the consumption of this legume, which
possesses important functional propertics.

Introduction

The genus Phascolus is widely cultivated and
consumed across Afnica, India, Mexico, as well as
various countrics in Central and South America.
Presently, it is distnbuted across all five continents
and constitutes a crucial clement of many dicts. In
these regions, it is ingrained in the cating habits of
the population, primarily consumed in its whole
grain form (Chivez-Mendoza & Sinchez, 2017). The
Phascolus sceds are an cssential pant of the habitual
dict of most of the world’s population because it
presents a considerable source of protein, complex
carbohydrates and  fiber. Morcover, they are
acknowledged as the second protein source in East
and Southcast Africo and rank as the fourth in
America, and it comprises varous wild and
cultivated species, including the common bean (P
vulgaris), lima bean (P. lunatus), tepary bean (P.
acutifolius), perennial bean (P, polyanthus), and
runncr bean (P. coccineus) (Herndndez-Delgado ot
al., 2015). Furthermore, ity world production is 27
million tons annually, with a harvest arca of more
than 34 million hectares (FAOSTAT, 2020)

Different types of legumes are cultivated worldwide,
exhibiting diverse shapes and sizes. Beans of the
genus Phascolus are pulse crops relevant to human
and animal consumption. The common bean
(Phascolus vulgans) is the most important specics
worldwide, followed by the lima bean (Phascolus
lunatus ), while the runner bean or scarlet runncr bean
(Phascolus coccincus), commonly known as syocote
bean, is the third most significant. The common and
runncr bean crops were domesticated independently
within two centers of diversity. This gave nise 1o two
gene pools, Mesoamerican and Andean, with diverse
characteristics because of their reproductive and
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geographic isolation (Sinkovié ¢t al, 2019)
Phaseolus coccincus plants are long-duy climbing
vines, ideal for the summer months and typically
exhibit vigorous growth, varying from indeterminate
to determinate depending on the varicty. While the
phmn-ybcdmgdbvfrmnlo\nmmu.
their underground tap roots can survive and
regencrsle once temperatures increase.  Immature
pods, green sceds, and mature dry sceds arc
consumed. The tuberous roots can also be
utilized, but caution should be exercised as they may
be toxic (Kalloo, 1993).

Phascolus seeds are a fundamental part of the human
dict, though only a few species are widely
commercialized, lcaving opportunities 1o explore
varictics that offer health benefits beyond essential
nutrition, One such species is the runncr bean
(Phascolus  coccineus), particularly the  purple
varicty, which is noted for its high content of
bioactive  compounds,  including  flavonoids
(Alvamdo-Lopez ot al, 2019). These compounds
have been associated with potential health benefits,
such as lowering cholesterol and improving glucese
tolerance, due to  their anti-inflammatory  and
antioxidant activities, thereby enhancing nutritional
status (Mullins & Arjmandi, 2021). Despite its
promising functional profile, there is  limited
evidence regarding the concentration of phenolic
compounds, bioactive peptides, and anti-nutritional
factors i P, coccincus. Given its nutritional and
social significance, further rescarch is required to
identify bioactive substances that could play a role in
preventing chronic degencrative discuses  through
their nutraceutical properties. This review aims 1o
summarize the current cvidence regarding the
nutritional composition and the content of bioactive
compounds in the runner bean, cvaluating its
potential health benefits and supporting its use as o
functional food and novel dictary ingredient,

Material and method

A comprehensive search was conducted according to
the PRISMA 2020 statement (Page et al, 2021)
Springer Link, and Google Scholar from inception
through 2025, The identification and sclection of
relevant studics were based on specific lcy\mtds.
including  “benefits,”  “health”  "compounds,”

"functional.”  “nutrition,” “novel food” and
"application.” The inclusion criteria consisted of: (1)
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studics published in English; (2) relevance to the
primary rescarch subject: and (3) availability to
digital access. Exclusion criteria encompassed: (1)
irrelevance to the main topic; (2) failure to address
the rescarch subject; and (3) records such as

conference abstracts, conference papers, protocols,
reference work entrics, theses, or literature reviews
(Figure 1). To cnsure alignment with the study's
focus, all ttles and abstracts were reviewed, and
those mecting the inclusion critenia were fully
analyzed. Additionally, reference lists of retrieved
articles were manually screencd for further cligible
studics.

Figure 1. Flowchart on the stages of inchuding the studies in the
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Results

A total of 163 records were initially identified as
relevant 1o the review’s objective. OF these, 45 were
excluded for not fulfilling the inclusion criteria, and
33 could not be accessed for online retricval.
Furthermore, 72 records were excluded as they either
nceded to align with the review’s primary focus, were
not in English, or met the exclusion criteria, The
remaining articles were carcfully evaluated to ensure
they met the sbovementioned criteria. Ultimately, 13
articles were included for analysis (Table 1), with 6
addressing nutraceutical properties and 7 focusing on
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innovative food products incorporating P. coccincus
as a novel ingredient to enhance nutritional quality.
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levels, many people worldwide rely on pulses
alongside cereals as a primary source of protein.
Combining pulses with cercals in composite flour
enhances their nutritional value, Notably, pulses and
cercal grains share comparable levels of total
carbohydrates, fats, niacin, riboflavin, thiamine, and
pynidoxine.
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Globally, there are around 150 recognized bean
species. In Mexico exclusively, there are roughly 65
vanctics, with 52 falling under the genus Phascolus,
and 31 species are native to the region (Romero-
Arcnas ot al, 2013). The Phascolus genus is a
significant crop because of its high protein content
mnging from 20 to 50% and carbohydrate content
ranging from 30 to 65%. Among legumes, Phascolus
coccineus holds particular significance because it can
be grown without fertilization, thrives in low
temperatures, and withstands water stress. The wild
forms of the runner bean (P. coccineus) can be found
across the arca stretching from Chihuabua in Mexico
to Panama. Limited archacological evidence also
suggests that this region served as the oniginal center
of ongin for P. coccincus. Additionally, all plant
parts, including flowers, sceds, pods, and foliage, are
usable (Gonzilez-Cruz et al., 2022). The runner bean
is a perennial specics that can live up to 10 years,
although outside of Central America and Mexico, it
is grown annually since it cannot survive frost. It is
native to Mexico, Guatemala, and Honduras, and the
wild forms are probably not all ancestral. In Mexico
and Central America. the most remarkable diversity
of P. vulgaris and P. coccineus is conserved as pant
of traditional cultivation, backyard, and forest
systems (Rodriguez et al., 2013).

Nuritiooal ~
Regarding nutrition, pulses play a crucial role as a
significant protein source, even though they may lack
sufficient sulfur-containing amino  acids  and
tryptophan. However, pulses contain higher lysine,
arginine, glutamic acid, and aspartic acid than cereal
grains. Phascolus coccineus beans predominantly
contain carbohydrates and proteins, positioning them
as a well-known protein source in developing
nations. Additionally, they are nch in dictary fiber,
and contain modest amounts of lipids (Table 2). In
addition 1o their well-cstablished  nutritional
advantages, studics have linked the consumption of
pulscs to potential protective or therapeutic cffects on
chronic health conditions, including cardiovascular
discascs, diabetes, cancer, overweight and obesity
(Ansari et al., 2023; Marinangeli & Jones, 2011).
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Table 2. Nutritional composition of dry and raw
seeds by Phaseolus species

—lhereoks species
Compotition
(/10080  » cocomeus 2 limatin P vuigorn

Mocsture 12 L1 1016
Aches a ja im
Lpids 187 L6 2
Protein 172 196 2048
Carbubvydrates 6s» G 6257
&' 418 221 5.0

—
Adapted framm Mcdiar Valle or o (2021)

Protein levels and amino acid composition vary due
o factors such as  vanety, germination,
environmental conditions, and fertilizer application.
Pulscs have protein levels ncarly double those found
in cercals, These pulse proteins are divided into two
primary fractions: albumin and globulin. The
predominant storage profeins i pulse seeds are
globullas.mhnngS TZ‘soflhclnulpmuch.
while albumins constitute the remaining protein
fraction (Shevkani et al,, 2019). Globulin proteins
contain higher levels of glutamine, aspartic acid,
arginine, and lysine. Conversely, albumins typically
play a physiological role in smaller quantitics than
globulins, comprising only 15-25% of the total sced
protein (Luna-Vital et al., 2015). Albumins contain
clevated cystine, mcthionine, and lysine levels
compared to the globulin fractions. Globulins
possess a denscly packed, rigid structure attnbuted to
the presence of disulfide bonds and hydrophobic
interactions. Among the four primary protein classes
in pulses, albumins stand out for their ability to
dissolve in water (Singh, 2017),

Bioacti !
Bioactive compounds in plants are diverse: their
presence depends on environmental conditions. Most
of them arc generated through the secondary
metabolism of plants, and their function is mainly as
a reserve, defense or mteraction with other plants,
microorganisms and insects. The synthesis of these
compounds 1s influenced by geographic location,
climatic, genetic factors, and interaction with other
specics, Therefore, it is cssential to maintain
biodiversity in crops 10 ensure permancnt access 1o
them. These compounds differ in chemical nature:
they have different molecular weights, polarity,
solubility, bioavailability, metabolic pathways, and
excretion. This will affect the distnbution and
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concentrations of cach compound at the target sites
(Yeshi et al, 2022)

Phenolic compounds of pulses play a role in the
overall antioxidant effects, counteracting  free
mdicals, binding 10 metal catalysts, triggering
antioxidant cnzyme activity, and hindering oxidases.
The seed coat und cotyledons in Phuscolus seeds
exhibit distinct polyphenol compositions, flavonoid
levels, and antioxidant activitics (Table 3). Notably,
the sced coat displays a higher average content of
these compounds than the cotyledons. As a result,
there is growing attention on utilizing the seed coat
s a valuable dictary supplement and for applications
within the processed food sector  (Capistrin-
Carabarin ct al., 2019), Currently, scientific cvidence
exists regarding the advantageous cffects on health
derived from Phascolus bean consumption. For
instance, certain organic acids act as surfactants for
other molecules, while polyphenols can enhance
saponin’s water solubility. In turn, this augmentation
fcilitstes  the transmembrane  conveyance  of
therapeutic molecules (Zhao et al . 2020). Flavonowds
and saponins contained in black beans (Phascolus
vulgaris) may diminish cholesterol absorption by
impeding the micellar solubility of cholesterol
{Chdvez-Santoscoy ¢t al, 2013), Conversely, b-
carotenc heightens the bioavailability of Ivoopene
within human plasma. and quercetin-3-glucoside
curtails  the  absorption of anthocyanins.
Consequently, it s advisable to combine the
consumption of pulses and vegetables to support
synergistic cffects that could potentially amplify
beneficial attributes. However, it is worth noting that
antagonistic interactions could also emerge (Chavez-
Santoscoy et al,, 2013),
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Tabie 3 Coment of phenchs, flavonasds, anthocyanin and
in vitro antiawdant activity of dry and raw seeds of
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The coloration of bean sceds arises from the presence
and concentration of various compounds such as
flavonols ( predominantly kacmpferol and quercetin).
glycosides, anthocyanins, condensed  tannins
(proanthocyanidins), and phenolic acids (including
ferulic, synaptic, chlorogenic, and hydroxycinnamic
acids). Notably, the highest proportions of these
constituents are observed in beans with purple, black,
and brown hues (Alcaza-Valle et al, 2020)
Alvarado-Lopez et al, (2019) evaluated the total
phenolic content in four runner bean soeds vanietics.
They significantly exhibited variations across the
different cultivars, with the decreasing order being
purple, followed by black, brown und finally white
(Table 4). Previous comparative analyses on diverse
runncr bean types have geocrally shown that white
beans tend to have Jower total phenolic content
compared to certain colored beans. Discrepancies in
1otal phenolic content among studics of beans can be
attributed to factors such as genctics, farming
practices, harvest maturity, storage conditions, and
the solvents employed during extraction (Orak et al,
2016).
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The runner bean is a rich source of vegetable protein.
It can be used to the deficiency of
different cereals, duce to its content of essential amino
acidamides), fiber, vitamins and mincrals such as
It is even considered as one of the primary sources of
phenolic acds (hydroxybenzoic and
hydroxycinnamic  acids), flavonoids (flavonols,
flavones, dihydroflavonols, flavanones, isoflavones
and isoflavonones), lignans and other polar
compounds with possible health bencfits such as
slowing the development of cancerous tumors and
contribute antibacterial, antiviral, antispasmodic and
anti-inflammatory propertics (Aquino-Bolados et al.,
2021).

The anticancer activity of beans 1s mainly related to
the presence of high amounts of resistant starch,
soluble and insoluble dictary fiber, and phenolic
compounds, which suggests that their regular
consumption may reduce the risk of breast, colon,
and of prostate. Likewise, it has been reported that
duc to its high fiber content it could help control
diabetes by reducing the generation of insulin and
glucose levels that enter the bloodstream, In addition,
patients who have non-insulin-dependent diabetes
can prevent the need for insulin by consuming beans
in their regular dict (Jaiswal, 2020),

It has been shown that phenolic components have
nutraccutical potential in some common bean species
(P. vulgans) and varictics of P. coccincus and P.
lunatus. In addition. there is cvidence that native
bean species are cssentinl because they contan
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critical nutritional components for food security and
supplementation (e, predominant free amino scid
content in beans, arginine, aspartic acid, asparagine,
glutamic acid, and leucine). These, in addition to
playing a key role in structural and physiological
functions, are important metabolite precursors, and
can also act as antioxidants, which could help reduce
oxidative stress, such as tryptophan, phenylalanine
tsoleucine or proline (Alcizar-Valle et al., 2021),

Apti-outritions! f
Anti-nutritional  factors  refer 1o compounds
commonly found in food items that can harm to
humans or interfere with nutrient absorption in the
body. These factors exist in various foods in different
quantitics, depending on the type of food. Many
phmndwgcmumhm-muunmhu
oxalate and phytatc and toxic substances like
cyanide, nitrate and phenols (Figure 2). These anti-
nutricnls can negatively impact the absorption of
cssential nutrients and micronutrients in the body.
Nevertheless, some  anti.nutrients may  have
beneficial health cffects when present in small
amounts ( Thakur ¢t al., 2019).

Figurn 2. The antr-nutritionsl factors can be categorized into two
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While pulses have a valuable nutritional content,
specific individuals decline their consumption due to
anti-nutritional  clements.  Major  anti-nutritional
factors include phytic acid, lecting, enzyme inhibitors
(trypsin, chymotrypsin and amylasc), saponins,
oligosaccharides. and tannins. For an extended
penod, these substances have been recognized for
their negative physiological impacts on nutrition and
health. At certain levels of concentration, they have
the potential to impair the digestibility of proteins
and carbohydrates and can cven tum foxic at
significantly clevated concentration. The effects of
consuming these substances can be cither beneficial
or detrimental, contingent upon the  quantity
mgested. Some of these compounds have exhibited
pharmacological cffects in studics involving both
cell cultures and animal experiments (Boye et al.,
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2010; Lacaille-Dubois & Melzig, 2016). Several
advantageous  attributes  associated  with  anti-
nutritional  substances include properties  like
chemoprevention,  inhibition of cell growth,

substances are collectively referred 1o as bioactive
compounds and are known to mitigate the nsk of
various discases, including chronic conditions like
cardiovascular disorders (Sinchez-Arteaga et al,
2015; Singh et al,, 2017).

Trypsin  inhibitors, phytates, and  a-galacto-
oligosacchandes can reduce nutrient bioavailability
and cause digestive issucs. Trypsin inhibitors block
the enzyme trypsin, preventing protein breakdown
and amino acid while phytates chelate
cssential mincrals like zinc, iron, calcium, and
magnesium, reducing their absorption. a-Galacto-
oligosacchanides are not broken down in the human
gut duc to the absence of the cozyme a-
galactosidase, leading to gut microbiota ferment,
which produces gases and causcs bloating and
flatulence. Removing these components improves
the nutritional quality of beans (Njoumi et al., 2019),
However, carlier rescarch has revealed a positive
correlation between lectins onginating from the
genus  Phascolus and  antioxidant  activity, as
demonstrated by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrzyl
(DPPH) assay (Alcizar-Valle et al, 2020), Hence,
infeming a link between lectins and  antioxidant
mmuhtyuphubk.whchmwmumbw:lo
mitigating certain inflammation-associsted
disorders. This suggests a high potential to be used
for these lecting to serve as valuable constituents for
nutraceutical preparations, given their  chemical
composition and the potential they hold for fostering
biological activitics that could be hamessed in
product development.

From an anti-nutritional perspective, the insufficient
protein digestibility in Phascolus beans poses a
significant nutritional challenge. This fact s
frequently linked to trypsin inhibitors, which lower
protein effectivencss, decrease food assimilation,
and may trigger occupational allergies (Alcdzar-
Valle ot al, 2020). Swdics have shown that
Phascolus proteins arc not casily broken down
(hydrolyzed), which may contnbute to their
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allergenic potential. Processing techniques can alter
or denature certain proteins responsible for causing
allergic reactions. Additionally, when best and
enzymatic hydrolysis arc combined to produce
protein hydrolysates, the allergenic potential of the
protein is reduced. Nevertheless, the safety of these
hydrolysates depends on the extent of hydrolysis and
the presence of allergenic fragments within the
protein hydrolysate (Mojica et al., 2017),

Lecuns

Initial rescarch on lecting derived from different
types of runner beans revealed that the lectin found
in Phascolus coccincus specifically binds 1o N-
acetyl-D-galactosamine (Nowakovd & Kocourek,
1974). Subsequent investigations in 1978 uncovered
that the lectin extracted from runner beans is
structured as a tetramer consisting of four similar
subunits, cach with a weight of around 30 kDa. This
lectin contains 20% glucosamine and 8% sugar, and
its biological function depends on the presence of
Ca+2 and Mg+2 jons. N-acctylgalactosamine,
conalbumin, and ovalbumin block it. Morcover, it
induces the agglutination of crythrocytes without
showing any specific binding 1o antigens and does
not stimulate the proliferation of human per
lymphocytes (Ochoa & Knstiansen, 1978),
Numcrous studics have indicated that lectins’
structural and biological attributes are influenced by
the vasicty of the plant and its cultivation location.
Hemagglutination activity appears to be affected by
the metallic ions found in the lectin and other factors
such as species, varicty, and cultivation locations,
For instance, in lectins extracted from Phascolus
coccineus grown in China, the presence or absence
of metallic jons docs not affect hemagglutination
activity, whereas in lectins extracted from Phascolus
coccineus  onginating from Oaxaca, there is a
corrclation between the of metallic lons and

hemagglutination activity (Chen et al., 2009; Feria et
al., 1996).
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processing  techniques 1o cnsure  thair  optimal
utilization.

The anti-nutritional compounds found in pulses
typically diminish their palatability and hinder
protein  digestibility and mineral biosvailability,
comsequently limiting their biological value and
acccptance in the dict. Therefore, it is essential to
process pulses adequately before consumption. Most
of these compounds are concentrated in the seed coat
and  heat-sensitive,  Various methods  can
significantly reduce therr levels, including milling,
cooking, gormination, fermentation and heat
processing (Salim ct al., 2023), These techniques not
only enhance nutrient bioavailability by deactivating
anti-nutritional compounds but also improve pulses
flavor and overall acceptability. Sclecting the
appropriate methods for removing or reducing these
compounds  necessitates  understanding  their
chemical structure, distribution within sced fractions,
biological cffects, heat sensitivity, and  water
solubility. Typical methods employed 1o reduce or
climinate anti-nutritional compounds in  pulses
include  heating.  extrusion  cooking, mlhq.
dehulling, soaking, sprouting, fermentation, and
cooking (Kumar ct al., 2022).

While the effects of conventiomal processing
methods on the levels of anti-nutritional factors (like
phyutc. protein  inhibitors, phenolics, tannins,

saponins, among others) have been
alcudvdymdwd(?mcnmcul 2017), there is a
nced for novel methods to climinate these fiactors.
Despite pulses being used in vanous indigenous
products, their functional attributes and potential
health benefits have not been fully explored (N,
Singh, 2017).

Phascol : ¢ biokosically acti

pephidss
New scientific findings propose that food proteins
not only function as essential nutncnts but also have
the ability to regulate the body's physiological
processes.  Since the imitial  publication of the
deﬁmumofhhum peptides, there has been
ongoing progress in enhancing understanding of
Mmlmﬂaucsuthoapepndudaiwdﬁom
food has continvously advanced since 1995 when
defined bioactive peptides as inactive fragments
within protein sequences that exhibit their bioactivity
afler enzymatic release and interaction with the
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appropriate receptors in the body. The hoactivity of
these peptides encompasses the regulation of vanous
bodily functions, such as antiovidative, antibactenal,

and antithrombotic propertics,
the reduction of blood pressure, the reduction of
blood glucose levels, and cholesterol and displaying,
mincral binding functions among others (S. Lictal.,
2019). The main control of these physiological
functions is camed out by certain peptides that arc

Mnmplcundmnmd-mnepmlenndpewdcs
found in P. coccincus possess  significant
nutraceutical potential due 10 their antioxidant,
anticancer, antifungal, and antibacterial propertics.
Phascolus plants arc known to synthesize a varicty of
antifungal proteins and peptides. making them a
focal point of rescarch due 1o the abundance of
biologically active compounds they  produce
(Gonzilez-Cruz et al, 2022). These antifungal
proteins and peptides have been isolated from
various leguminous species. Ngai & Ng, (2005),
isolated and purificd an antifungal protein with an N-
terminal sequence from small scarlet runner beans
(P. coccincus) seeds, appoint as phascococcin. This
profein exhibited a molecular mass of 5422 Da
determined by mass spectromctry, displays a wide
range of functions, including antimicrobial,
antiproliferative, and inhibition activitics, which
resembles 2 defensin. It inhibits the growth of
mycclium in vanous fungi, as well as the
proliferation  of several Bacillus  species  and
Jeukemia cell lines HL60 and L1210, Additionally, it
suppresses  the  activity of  HIV-l  reverse
transcriplase.

The Phascolus genus contains significant amounts of
lectins, which are carbohydrate-binding proteins of
non-immune origin commonly found in legumes,
Morcover, they exhibit various significant biological
activitics, mclndlng antincoplastic,

propertics, A

immunomodulatory, and antifungal

sialic acid-specific lectin obtained from Phascolus
coccineus scods was isolated and analyzed by Chen
et al, (2009). This lectin, a 56 kDa dimer
(comprising subumts weighing 29831 Da cach), is a
non-metalloprotem.  Its Noterminal  sequence,
consisting of 23 amino acids, exhibited notable
antifungal activity against certain plant pathogenic
fungi (C. albicans, P. italicum), and inhibited the
growth of H. maydis, Rhizoctonia solani, G.
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sanbinctt, and S, sclerotiorum.  Additionally,
experiments asscssing cytotoxicity showed that the
lectin exhibited significant toxicity towards L929
cells, inducing apoptosts in a  dosc-dependent

manner.

The runner bean (Phascolus coccinecus) shows
potential for nutraccutical applications duc 1o its high
protein content (around 30%). Teniente-Martinez ot
al, (2019) investigated the genotoxic and cytotoxic
effects of protein isolates and peptides from black
and purple runner bean vanetics. Using a simulated
gastrointestinal  digestion process with pancreatin
and trypsin, they evaluated the anticancer activity of
protein fractions. Results indicated that molecular
mass influcnces their effects on cancer cells, with a
synergistic increase in cytotoxicity when combined
with daunorubicin. Protcin isolales from both
varictics also showed moderate genotoxic cffects and
inhibitory cffects against SiHa cancer cells.

On the other hand, Teniente-Martinez et al., (2022)
were investigated to establish a potential correlation
between  the  anti ive, antioxidant, and
anticancer activities against MDA breast cancer cells
of peptides extracted from two different runncr bean
types: black and purple vanicties. They aimed to
Wentify potentially beneficial peptides derived from
the protein isolate of runner beans. They have
subjected the isolate to a simulsted gastrointestinal
digestion process, mimicking the natural breakdown
during digestion, This simulated process utilized
protemases sourced from animal tissucs, namely
pancreatin and trypsin obtaining peptides similar 1o
those generated through physiological digestion. It
was observed that all peptides demonstrated
antihypertensive  effects. There was a notsble
increase in antioxidant activity, with the peptides
sourced from the purple bean hydrolysate showing an
average 1.7 times higher activity compared 1o those
obtained from both and black bean
hydrolysstes exhibited a certain degree of inhibition
on MDA cell proliferation. These peptides from both
types of bean hydrolysates display suitable
antihypertensive, anbioxidant, and antiproliferative
capabilitics, However, functional attributes and
biological cffects of bicactive peptides  are
nfluenced by factors such as the type of amino acids,
their sequence, and the molecular weight of the
peptides (Peighambardoust et al., 2021).
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Innovative food products
Pulscs contain vanous polyphenolic compounds,
including flavonoids, tannins, anthocyanins, and
phenolic acids like p-coumaric, ferulic, and cinnamic
acid. While typically consumed as dry sceds. pulscs
can also be caten as green pods or used as flour.
Pulscs flour enhances the nutritional value of food by
mereasing protein and fiber content and offering
fmmoul propertics like solubility, gelling, and
cmulsification, which improve food texture (Schmidt
& Oliveira, 2023). Studies show that incorperating
pulses flour and bran into snacks enhances sensory
qualitics such us flavor and texture. Additionally,
pulses can partially or fully replace cercals in
extruded snack production, a growing market for
healthy, minimally processed foods (King et al,
2024).

Previous research has investigated the incorporation
of rmunner bean flour (10-20%) into bread
formulations. Findings revealed that bread made
with this substitution showed increased mincral,
fiber, and nutricot content without negatively
impacting digestibility or sensory propertics when
the addition remained below 20% (Manscal-Moreno
etal, 2021), Similarly, adding isolated proteins from
runper beans enhanced the nutritional quality of
nixtamalized com tortillas without compromising
rheological, textural, or sensory attributes (Sanchez.

Villa et al, 2020), Addinonally, a.galactosidase,
wolated from runncr beans, demonstrated  high
quwmmmwm-xhu
improving sucrose crystallization in beet sugar
syrups and enhancing the nutritional value of soy
beverages by hydrolyzing raffinose and  other
oligosaccharides (Du et al., 2013).

The runncr bean can be wtilized to cnhance the
nutritional profile of baked products. Espinosa.
Ramirez et al, (2022) demonstrated  that
incorporating runner bean flour into wheat flour
brecad at concentrations of 10%, 20%, and 30%
mereased  fiber, mincrals, and protein  content
compared to bread made solely with wheat flour.
Protein quality, measured by the limiting amino scid
score, improved by up to 70%, thanks to the essential
amino acids present in the bean flour. However,
lower substitution levels are recommended to
maintain dough stability and sensory attributes such
as color, flavor, and texture.
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Pedrali et al., (2022), have explored the nutritional
and phytochemical attributes of other widely
avaifable and commercially popular bean varictics
such as Borlotto and Canncllino (P. vulgaris) and
Bianco di Spagna (P, coccineus). Moreover, in order
10 determine the potential of "Copafam™ for i
innovative and distinctive products, the effects of
incorporating bean flour into a prototype  food
product (biscuits) on sensory attributes and consumer
satisfaction were examined. They found that
“Copafam” bean flour biscuits had clevated Jevels of
dictary fiber, secondary metabolites like polyphenols
and anthocyanins, and displayed substantial
flavonoid content, leading to notable antioxidant
properties. These biscuits were characterized by a
darker huc and a crispy texture and were well-
received by consumers. This study shows an initial
exploration, paving the way for further rescarch into
aliernative applications of bean flour with the goal of
establishing it as a valuable resource in the
innovative food industry (Ratu et al., 2023).

Phascolus coccincus bean flour i regarded ax a
substitute ingredient suitable for specific dictary
needs due 1o its clevated protein content (Corzo-Rios
ct al, 2020). Goksel Samag ct al, (2022), cvaluated
the utilization of scarlet runner bean (Phascolus
coccineus) flour with high protein content to produce
a profein-rich cake suitable for vegan consumers.
They aimed 10 determine the properties of the
resulting product and analyze consumer preferences.
Five diffcrent vegan cakes were prepared by
incorporating  various concentrations  of scarlet
runncr bean flour into wheat flour without any
animal products. Analyscs were conducted on the
baking propertics, physicochemical characteristics,
biochemical composition, texture, and  sensory
attributes  of the vegan cakes. Increasing the
proportion of scarlet runner bean flour resulted in
higher levels of protein comtent, twial phenolic
compounds, and antioxidant propertics observed in
the cakes. Furthermore, including scarlet runner bean
flour led 1o improvements in the cake formulation's
technological, textural and sensory aspects.

The incorporation of legumes into new food options
and the development of formulations, such as
extruded snack products containing pulse flour, arc
appealing food options and are well accepted
(Schmidt & Oliveira, 2023), The evaluation of
numcrous cxtruded snack formulations made from
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various pulscs (green pea and chickpea) has been
conducted (Proserpio et al., 2020). These products,
incorporating legume sceds, offer a rich source of
fiber and scrve as a valuable alternative to meet the
increasing global demand for high-fiber and gluten-
free products. From a sustainability perspective,
using legumes can help reduce the environmental
impact of this food category. Furthermore, they could
serve as a sustainuble source of fiber and high-quality
proteins, providing a valuable alternative to products
available in the market (Proserpio et al., 2020; Saint-
Evectal, 2019).

Conclusions

The Ayocote bean (Phascolus coccmeus) emerges as
u valuable yet undercxploited  legume  with
considerable nutraceutical potential. This legume i
u rich source of bioactive compounds, including
phenolic  components and  antioxidant  peplides,
which play critical roles in mitigating oxidative
stress, modulating immune responscs, and promoting
cardiovascular and metabolic health. Considering its
robust phytochemical composition and functional
attnbutes, the Ayocote bean holds significant
promisc in addressing food secunty, dictary
supplementation, and the development of functional
foods with health-promoting benefits. This would
help encourage both the cultivation and consumption
of Ayocote beans, providing direct benefits 1o the
food and economic security of rural communitics,
while also safeguarding unexplored germplasm with
potential health advantages and preserving the local
gene pool.

rescarch is required to optimize their application in
innovative food products. One of the main obstacles
to their broader adoption is the limited awareness of
their diverse propertics, particularly in local varieties
such a8 the runner bean (Phascolus coccincus).
Challenges such as low protein digestibility and the
presence of anti-nutritional factors emphasize the
need for advanced processing methods to enhance
their wtility. Although local varietics like Phascolus
coccincus posscss notable nutritional advantages,

more extensive rescarch is essential to investigate
snd confirm their nutraccutical potential.  This
includes integrating them into novel food products.
exploring their mechanisms of action, clucidating the
relationship between their bioactive compounds and
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molecular properties, and assessing their overall
cffects on human health, Given their minimal
covironmental  impact, pulses  are  uniquely
positioned to contribute significantly to sustainable
food systems, aligning with global recommendations
advocating for their increased utilization.
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ABSTRACT

This study atmed 1o characterize the technofunctional and structural properties of third -generation extrusted snacks developed
from Mue malze (Zea mays) enriched with varying levels (10rE-45%) of ayocote bean (Phascolis coccinens). Extroston cooking was
followed by microwave expansion at different exposure times (9-21 ), and the resulling products were evaluated for expansion
behavior, texture, bulk density, color, water absorption Index (WAL, water solubility index (WS1), and proxtmate composition.
Structursl and morphological changes were assessed through scanning clectron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XR D), snd
Fourler-transform infrared spectroscopy (FTIR). Data were analyzed using one -way and two-way ANOVA with Tukey's post hoc
Test (x=005). Microwave exposure time and bean tncorporation significantly affected the expansion index, texture, and bulk
denaity. Maximum expansion was observed at 205, with the 10% bean formulation showing the highest expansion. Increasing
bean content tmproved prodein and dictary fiber content while reductng fat and starch crystallinity, SEM revealed microstroc-
tural trunsformation from compact 1o porous matrices afier expansion. XKD showed decreasing A-type sturch crystallinity with
higher bean Inclusion, while FTIR confirmed compositional shifts in starch and protetn bands. Overall, enrichment with P coc-
cineus positively influenced the nutritional and technofunctional profile of the extrudates, enhancing protein and fiber content
while enabling destrable expansion and texture properties. These findings suppart the development of functional snacks using
native ingredients through combined extrusion-microwave technology.

1 | Introduction

The extrusion process Is widely used (n the food Industry to
produce extruded snacks, Snacks are small portions of food,
Including beverages, consumed between main meals. They are
charucterized by belng less structured and vary in nutritional
profile, as their Ingredients can range from fresh 1o highly
processed. In recent years, thetr consumption has increased

In both portion size and frequency worldwide, contributing
up to 22% of daily calories consumed globally (Enriquez and
Gollub 2023; Gacint et al. 2023} To Improve Laste and attract
consumers, manufacturers commonly add sugars, fats, and
sodium, which, unfortunately, reduce the overall nutritional
quality (Kumar et al. 2009). Frequent consumption of these
types of snacks, characterized by low nutritional value and
high caloric density, combined with an inactive lfestyle, has
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been strongly assoctated with metabolic diseases (Clemente-
Sudrez et al. 20231 To address this challenge, the food indus-
try and the sclentific community have focused on developlog
functional snacks as pew allernatives lo current market prog-
wcts (Michel et al. 2024)

To enhance the mutritioral profile and technological quality
and sustainabiiity of these products, extruxion bas become
one of the most versatile and sustainable processing technolo-
ples for snuck manufscturing This thermo-mechanical pro-
cess combines high temperature, shot residence time, and
mechanical shear, promoting starch gelatintzation, protetn de-
naturation (enhancing digestibliity), enzyme (nactivation, snd
reduction of antinutritional factors (Sahu ef al 2022, Shere and
Agrawal 2024). Depending on processing conditions and struc-
tural development, extruded snacks are clamified as fira, sec-
ond, or thind-gencration (30) products. Flest peneration snacks
Include conventionally processed items such as chips or roasted
nuts; second-generation snacks are directly expanded during ex-
trusion, forming puffed products such as collets; whereas thind.
peoeration (3G) snacka, also known as pellets or half-products,
arc extruded undet low pressure and subscquentty expanded by
microwave heating, hot-alr puffing, or frytng (Acurio et al. 2024;
Listecka of al. 2023},

Recent studies have Increasingly focused on the microwsve e
pansion stage, which plays a dectstve rale in determining pore
formathon, wall stabiny, and final denssty i thind-gencration
snacks, Key variables such as peliet molsture, microwave
power-time profiles, and matrix composition (notably peo-
tetn and fiber content) have been identified as critical factors
governing true expatision, bulk densary, and texture (Lislecka
of al. 2028, 2023 Vicente-Jurado et al. 2024) Compared with
frytng. mictowave cxpansion offers significant advantages by
reductng ofl uptake and energy demand, while improving water
absarption index, wiler solubility tndes, and overall product
Crispoess. Nevertheless, cereal-legume matrices ofien exhibit
non-lineat expansion behavior, 21 elevated protein and fiber
levels retnforce cell walls and restrict bubble growth, whereas
higher motture content and plastictzation promote vapor
driven puffing (Acunio ef al. 2024 Listecka ot al. 225) These

Comn, potato, knd whest flours remaln the primary aw mate-
rials for snack production, but the se of pulses and legumes
has attracted attention due to thetr protetn, Nber, and bloactive
compounds (King et al. 2024), Combining cereals with legumes
improves the amino-ackd profile and overall peotein quality
(Jafarzadeh ef al. 2024). Incorporating syocote bean (Phaweotus
coccinens) indo blue matze (Zoa mays 1) based snacks provide
additional functinnal value through bloactive components such
as anthocyaning, phenolic ackds, and dictury fiber. Ilue malze
anthocyanins

bobie disorders (Guemn-Gerdaimo e al, 2017, Hetrera-Sotero
et al. 2017, Villarreal-Rodriguesz ef al. 2022) Likewise, ayocote
bean polyphenols display antioxsdant and amtihyperchalesterol
emic properties, while thetr fiber contributes to glycemic control
(Esplooss-Kamires of al. 2022, Tenleote-Martinez ef al. 2022)

Despite growing interest in third gencration (33) snacks, lim-

extruded pellets and thelr expanded counterparts. Most pee-
vious works have focused on physical expansion metrics or
on wungle-matrty wystems (e.g., matze or ricel without lnking
Formulation-dependent nuicrostructural chunges 1o macroscopic
propertics sisch as density, texture, and hydration behavior. In
this contest, combining blue matze (Zea mays L) and ayocote
bean (Phaseolus coccimewy L) provides a suitable model to ex-
plore how legume entichment affects starch-protein interae-
tops during extrusion s subsequent microwave expansion.
Thercfore, this study atms to charactertze the proximsate com-
position, expansion kinctics, and key techno-functional prop-
erties, ay well ax color and microstructural features of blue
matre-gyoende bean extroded snacks, providing insights into
the formulstion-dependent structural mechanisms governing
3G snack performance and quality.

2 | Material and Methods
21 | Raw Materials and Processing Conditions
211 | Raw Materlal Procurement

Parple ayocote bean (Phasenlux cocolmenx L) seeds were pur-
chased from u kocal Barmery’ market 11 the rural atea of Puebla,
Mexico, while the native blue matze (Zox mays L) varicty wis
obtained from local communities in the Sierra Tarahumary re-
glon, in the state of Chihuahua, Mexico. Both raw matertals cor-
responded 10 crops harvested during the 2023 ugncultural cycie
and were stored under controlied dry conditions (20°C 2 2°C,
relative humidity < SOT) in sealed contatners until further con-
dmoning for extrusion.

212 | Conditioning of Raw Materials for Extrusion

The ayocole bean and Mue matze were individually processed
using a hanmer mill (Pulvex mode! 200, Mexicn City, Mexicn)
equipped with o 2mm sieve, followed by further deving with a
400 xm mesh 1o obtaln fine, howogeneous floars. Five different
blends of blue malre entiched with purple ayocole bean were
prepared b varylng proportions (109, 20%, 304, 300, und 5%
ayveote bean, on & dry weight bastx). Additiomally, two contral
trestments were used for comparison: (1) 100% blue malze and
£2) 100% purple ayocote bean,

213 | Cooking by Extrusion Process

The extrusion process was carried out on 5kg hatches of the pre-
pared blends and control samples, following the methodology
of Neder-Sudrez et al. (2016) with modifications. A twin-screw
extruder (ETSK-20/40, Buhler AG, Urwil, Switzetlund) with 4
00 mn barrel length and a kengtho-dlameter (L/D) raty of 20
was sed. The processing cooditions Inchuded a solid feed rate
of 28kg/h, with & water flow rute of spproximately 1 26L/h
mtrodueced tnto the feeding sone (feed motsture of ~3%-40%
{wet basig)l, and & screw speed of 200 cpen. The extruder barrel
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was divided tnto four independently controlled heating mnes,
where femperatures were st at SK°C In the feeding 2one, 120°C
and H8°C in the cooking zones, and 65°C n the Ninal exit zone,
A crcular die with & 2mm onifice dlameter wis employed,
operating at a cutting speed of 303 rpen. The extrudates were
sulmequently dried in u Zocchelll Alpha aven (Zocchellt, Raly;
distributed (n Mexico) at $5°C for s0min o reduce molsture
content and enhance stability. Finally, the dried products were
vacuum-acaled In polyethylene bags und sored in darkness at
room temperature for further analysis,

22 | Proximate Composition Analysis

The proximate composttion of raw bloe matze and parple ayo-
cote bean, an well as thetr extruded counterparts and the various
extruded formulations, was determined for motsture, profeln,
fat, ash, and total dietary fiber contents. according to the official
methods of AOAC International (2019): 934,06, 99215, 9209,
G42.08, and Y85 29, respectively. Total dietary fiber was quants-
fled using the Total Dietary Piber Amay Kit (TDF-100A. Sigma
Aldrich, USA).

23 | Expansion and Functional Properties

Functional and physical measurements were conducied on ex-
truded pelicts both before and after microwave expansion in
order 1o evaluate the structural and fechno-functional effects of
the expansion process.

231 | Microwave Expansion Kinetics
and Maximum Expansion

The microwave expunsion kinetics and maximum expansion
were determined following the methodology of Delgado-Nieblas
ef al (2002, wuh alight modifications. Five extrudates per
formulation were expunded In 5 microwave oven (Emenon
MWEIOTWA SUFFIX A: 1300W, 2450 1) at different expositte
thmes (9, 12, 15, 18, 20, and 21 5). Diameter measuremeits were
taken at three potnts (center and both ends) ustng a digital ver-
nier caliper (DOCOTULS MAI L 2001 mm), and the mean
win reconded. Based on these results, the time point showing
the highest mean cxpansion was Mentifiod, and all subsequent
analyses were performed using extrudates expanded under this
optimal cond itlon.

132 | Expansion Index

To analyze the expansion tndex (E1) kinetics and Mentify the op-
timal time for mazimum cxpansion, the expansion index of five
extrustates was evaluated following the methodology described
by Alvarez-Martinez ot al. (1985, with stight modifcations. The
oxpansion index wis desermitned by calculating the ratio between
the extrudate dtamcter (D,) and the die dlameter (D, 2mm). The
expansion index was obtained using the following equation:

lﬂ-d m

233 | Bulk Density

Bulk density (I7) was determined acconding to the method de-
seribed by Delgado-Niehias et al. (2019) for both poe-cspunded
(extruded) amt microwave-expanded samples from all formo-
lations, ustng five replicates per trestment. Each replicate con
ststed of individual extrudates approxtmately Mnm in leagth.
The muass (wy), deameter (d), and length (1) of each sample were
tecorded. The diameter was obtatned as the uverage of theee
cquidistant potnts measurcd along the extrudate using s digital
vernder caliper, D values were expressed in kg/m' and caleulated
using the following equation:

Dw ",
[ie)'e] @
where () s the sumple wetght in kg, () s the dlameter i m,
and (7)1 the kenigth n e of the extrudate.

234 | Texture of Extrudates

The hardnes (N) and fracturabilny (N) of the extrudates, bath
cxpanded and noo-cxpanded, wore evalusted using & CT)
Brookficld texture analyrer equipped with 3 TA-RT Probe Kit
and 3 TAY kntfe edpe probe (s0mm width). Samples of ap-
proximately 25mm I length were placed hortzontally on »
three-point bend rig and compressed with an activation foad
of 1N until reaching a target distance of 2mm, at a test speed
of 200mm/s. A total of 25 replicates per lreatment were ana-
tyzed to minimize vartability, following the apprmach described
Try Pattl et al (2007). The average value and standard deviation
were reported.

235 | Water Absorption Index (WAT) and Water
Solubility Index (WSI)

WAL and WSI were determined i triplicate following the
method of Anderson et al. (1970), with slight modifications.
Expanded cxtrodates and raw flours (non-extruded) were pro-
cemsod uaing a blender (Ostor BESTU2-H01), followed by fine
milling (IKA A 11 basic). One gram of each sample was mixed
with 12mL of distilled water in pre-weighed 50mL. plastic tubes
and vortexed (VX 200~LARNET) for 30min & mom fem-
petature. After settling for Smin, samples were centrifuged st
3000xg for ISmin (Hermle Z 216 MK). The supernmatant was
tranaferred to pre-weighed aluminum trays and dried in an oven
{Feltws FE-2020) 10 determine the dry soluble fraction. The hy-
drated sediment was weighed to calculate WAL

The WAL was expressed as the amount of water tetained per

v/ (i e )

The WSI s expressed as the perventage of soluble solids relessed
%o the supernatant after centrifugation. 11 was calculated using
the following equation:

Iernul of Fooul Process Engimeering, 0%
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. Weight of residue from the supernatant (g)
wan = (g e )"";

24 | Color Parameters

Color parameters (L*, 2%, b") were measured using a ColorFiex

cells and gently compacted to avold sir gaps. Measurements
were recorded In the CIELAB color space, with thiee repli-
cates per treatment. Mean values and standand deviations were
cakculated

25 | Microstructural and Morphelogical
Characterization

251 | Scanning Electron Microscopy

The different extruded formulations enriched with purple syo-
cote beun, as well as the control samples of 100% blue matze
and 100% ayocote dean (both In thelr non-cxpanded and
microwave-expanded forms), were ground to a particle size
smaller than 170 mesh (85 pm) and adjusted to » motsture con-
tent of approximately 54, For scanning electron microscopy
(SEM) analysiy, the samples were mounted onte stubs and
costed with a gold layer under high vacuum ustag & Denton
vacuum evaporator { Desk (1) operating at 7031 x 10" kgim?.
Micrographs were obtainsed ustng 3 scanning electron micro-
scope (JSM-S300LV, JEOL, Akishimy, Japan) cquipped with
a sccondary electron detector and operated at an acccleration
voltage of 10kV.

252 | X-Ray Analysis

X-ray analysis was conducted on raw blue matze and purple
ayocote bean samples and extruded formulations o evalu-
ate changes to starch crystallinity induced by cxstrusion. The
analyss was performed using a Malvern Panalytical XTent
ProMRD diffractometer (Malvern, UK), operated af 40kV
and 33mA, employing Cu-Ka radistion with a wavelength of
0155056 nm, Diffraction data were collected over a 20 range
of 5 to 30", ustng a step stze of 0.9°s"". The diffraction par-
lerns were analyzed by comparing the peak posttions with
reference data from the Xpowder software databuse (version
2004.04 70)

253 | Fourler Transform Infrared Spectroscopy
(FTAR) Analysis

FTIR analysis was conducted on raw blue matee and purple
aynoote bean samples and extruded and microwave-cxpanded

USA) equipped with an attenuated fotal reflectance (ATR) ac-
cessory. Measurements were performed In the waversinber

range of 4000 to 650cm™", with & resolution of 4em™ and an
average of 10 scans per sample.

26 | Statistical Analyves

Statistical analyses were performed ustng IHM SPSS Statistics
VINO (18M Corp, Armonk. NY, USA) Dats normality wis
asscssod with the Shapiro-Wilk test, and homogeneity of varl-
ances with Levenc’s test. Although some variables did not fully
meet these amsumptions, parametric tests were applied given the
robustness of ANOVA (0 halanced designs. A two-way ANOVA
was conducted to evaluale the effects of formulation and m)-
crowave time—and thelf Interaction—on expansion index.
Ooneway ANOVA followed by Tukey's post hoc test was used
for individual varfable compartsons. Results are expreseed as
mean 2 standard deviation, and significance was st af p<0.08

3 | Results

31 | Proximate Composition Anaslysis

Table | includes proximate composttion data for raw controls
(blue matze and ayocole bean) analyzed before extrusion,
as well as for thetr extruded counterparts and the compos-
e formulutions (10F-45% bean) evaluated after the poss-
extrusion drying slep (K5"C, s0min: Section 2 1.3). All values
arc expressed on a dry-weight basis, Significant differences
were found among treatments for all proximale parsmeters
(p<0.001), Inchding motsture, protein, fat, ash, and dictary
fiber. These variations reflect both the inberent componttion
of Mhaseolus coccinens and Zea mays, s well as the effects of
thermal-mechanical processing during extrusion. Molstuse

This minar Increase may be associated with the higher waler
bindtng capacity of legume protetns and dietary fiber, although
the effect was limited and nol consistent across all treatments
Protein and dictary fiber contents also rose proportionally
with bean Incorporation, confirming the nutritional centri-
bution of P. cocctmens as anticipated. (n contrast, fat and ash
valyes varied more trregularly, influenced by formulation and
potential nutrient losses or transformations during process-
Ing. Overall, the reults underscore the tmportance of both
Ingredient selection and processing conditions (n determining
the nutritional profiie of extruded legume-cereal snacks.

Regarding motsture, extruded samples exhibsted slight increases
relative to thetr raw counterparts, reflecting the combined effect
of water addition during extrusion and the subsequent stabill-
zation drying step. This pattern was more evident in the maloe
and bean controls. While extrusion s commonly associated
with motsture loss, studies have shown that kgume-cariched
extrudates often exhibit distinct water retention behavior doe
o thelr higher protein and fiber contents, which modulate ex-
panston and post-processing equilibeiim molsture (Pasquakone
of al. 2020). Additsonally, rexearch on legume-based extrusion
systems has demonstrated that protein rich matrices interact dif-
ferently with water daring thermal-mechanical processing, in-
Muencing the redistribution and retention of molsture (Kantanen
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TABLE | | Effect of Phasel chanent on the p xposition of extroded hiue matee (Zea sarn eaacks (mean & standard

devitnmi
Formulation Moisture (%) Ash (%) Protein (%) Fat (%) Dictary fiber (%)
Raw blue maize 10022001 282000 n.7204¢ 123200™ 10.21 £ 066%
Extruded blue matze 16002018 1.5320m* 126200% LA3 2008 10.58 £ 056"
Raw ayocote bean 96720.11" 5462007 2782056 Lo BIETESE .
Extruded ryocote bean 18352021 07200 2108 0592007 PARLETRLY
Extruded 10% beat 1438 20.00¢ 1752018 10.32 £ 0.04* 191 2009 1151 207"
Extrisded 209 bean (TR FETNTS 2082022 1T 2008 1.51 20.00 1204 20.65%
Extruded 10% bean TS ETRRS 1552008 129 rom’ 1252000 4272055
Extrided 40 bean H2iz02% 1002007 117720000 L3700 1549 2045%
Extruded 49% bean TR PN Anzoaw Wwmveoor 1252008 10,11 20.40¢

Nty ENIBoress sape e OUR BETIons w i Sl sae crtuan il e a0 o Dakry's 1OMZY bt Mesimtiare, anh,

enein. et ad dutary fibey sy copressend os percetiages ol ¢ Ary weight haes muu-p—;m-'-cu-”u-u

ot al. 2024), In our study, the small vartations observed across
formulations likely reflect diferences in water-binding capacity
rather than changes in porusity of hygroscopicity, which were
not measured.

Processing-induced  differences were most evident for fut
Extractable {3t decreased afier extrusion—most potably in the
extruded bean sample (<0.59%)—a change not sttributable
solely to legume composition. High shear/temperature during
extrusion can promote amylose-lipd complexation and pro-
tein-liphd assoctations, which reduce solvent extractability and
yicid apparcatly lower fat values without true lipid Joss. This
mechanism is well documented for starch-rich matrices sub-
Jected 1o thermal processing and explains the marked reduction
obwerved here (Tan et al 2025),

Ash content rematned largely unaffected by extruston across all
formulations, indicating that the moderate thermal and shear
conditions (£ 120°C-115'C in cooking soncs) preserved minersl
mtegrty. This outoome contrasts with reports of mineral losses or
reduced extractability under harsher heatshear regimes (Alun
etal 2009). The cremental ash incresses obuerved with higher P
onsoinens inclusion are attributed to the keguane's inherontly higher
mineral density rather than to processing-induced enrichment.

Dictary fiber increased with bean enrichment, reflecting the
higher native fiber content of # coccineus. However, extrusion
Induces well-documented structural modifications that can aler

propertics
phystological effects (Al Parug ot al 2025 Nuustann of al. 2021)
Thus. the higher analytical fiber measured in bean-rich formg-
lations does not necessarily tply preserved structural integrity,
and addinonal analysts would be required 1o canfirm functions!
petformance.

Protetn values across formulations followed the expected dile-
ton puttern determined by the malse-bean ratio, but extrusion

itsclf did not markedly reduce total protetn. This behavioe Is
consstent with petor evidence showtng that legume proteins re-
taln most of thelr quantitative content under moderate extrtakon
conditiona, even though structusal transitions (aggregation, un-
folding, and diselfide interchangs) may occur (Salarar-Villanes
et al. 2016; Singh et al 2006). Notably, the nearly identical pro-
tein values between mw and extruded P cocoimeny indicate
that the thermal profile used bere (£ 120°C in cooking zones)
was Insufficient to induce extenstve profeolysts or measurable
amino-ackd degradation. Studies using smilar severfty levels
also report minimal Joss of total nitrogen, with processing of-
fects reflected more In protein conformation and digestibility
rather than in the absolute confent (Fu et al. 2024; Salazar
Villanes et al. 2006} Thus, the primary processing-rekuted out-
come In our systen wis preservation of protein content rather
than the reductions typically obwerved under higher thermal or
shear intensities.

3.2 | Expansion and Punctional Properties

321 | Microwave Expansion Kinetics
and Maximum Expansion

Microwave expunsion behavior was significantly affected by
both the formulation and the expossire tine (Table 51). The two-
way ANOVA showed that microwave timse had 4 strong effect
on expansion [FI3, 165)= [24683, p<0.001], as did formulaton
[FT6, 168)= 52072, p <0.001}. A sigmnificant interaction was also
detected [FOO, 168)= 1757, pw0.044), indicating that the of-
fect of tme on expansion differed across formuiations and that
changes in formalation composition did not produce a4 uniform
Tesponse scroms cxpostire times, The model demanstrated & solid
fit with an adjusted R of 0.519. These effects are filustrated In
Flgure |, which displays the expansion kinetics for each forma.
lation across all microwave exposure inteevals (Figure 1)

The expansion bluvior of the extruded snacks was Influenced
by both microwswe exposure time and formulation. The pla-
feult observed between 1IN and 21s Indicsles o wiliration potnt
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FIGURE S | Expansion kinetios of extruded pellets from Mue tatee and Mraseion cocctneus-entiched formulaions. B dww mesn extrodase

diameter (man) measerod ot 0, % 1L 15, 18, 20, and 21 s of micrmeave exposure (0 =5, mean 2 5000 The 6.0 han comopond e the peliet without
micvwave expanson. The v st bs truncared at 2mm. which squals the die dbameter; thus, vabass sbove tis baselioe ropresesa the peliet diasmerer
exiative W the die. and srsyeases from 04 t0 later times rep duced exp Superscript etters denote stgnificant differences

(mow-way ANOVA. Tukeys HSD, p<005) Uppercase = acrons time within esch formmiation; hwercsse = smong Sormedations af 2 given thne. Pull

statiatical results are provided i Table S1

bryond which additional puffing does not occur, conststent with
the mobsture-driven expamon celling reported by Morssu and
Kokind (20001 and also described for starch-based motrices by
Alam ef al (2016) Natably, the 45% Phaseolus coccinens form
lation achieved cxpansion values comparible to the JX matze
control, dospiie It hgher § and fiber ¢ g
typically assoctated with reduced puffing (ARan et al. 2009) This
result suggests that, under the thermual-mechanical and micro-
wuve canditions spplied i this study, legume enrichment did not
prevent full expansion, (ndicating that matrix composition alooe
does not determine expansion lmits. Rather, the obwerved platesu
corresponds to the pomt at which vapor pressure and matrts sof-
ening can no knger support additional structural transformation,
as previously described by Cal et al (2024

Fallowing the infiial charac of ey kinetics, o
closer cxamination of the formulatson-time interaction reveals
that expansion did not decrease monotonscally with increasing
Phasoluy coccimens content. Instead, the respoise exhibitod a
pon-linear behavior, with low-to-moderate Inclusions (10%-
20%) achieving expansions similar to malze &t intermediate
exposure times, while the 45% blend reached malze ke values
only at longer intervals. This pattern suggests that multiple com-
posttional and stroctural factons acted simultancously during
microwsve heating. penerating kocal optima ruther than a stinghe
directional trend.

Such non-lincurities have been documented in cercal-pulse sy
tems where starch dllution, proletn-tnduced melt strength, and
fiber-drtven visconity Interact 10 define & narrow window of de-
formability that enables effoctive cell expaunsion (Adam et al. 2006
Noder-Sudrez ot al. 2021), In the present study, formulations with
Intermediate protetn-fider kevels (207 -30% ) exhitwied reduced ex-
pansion at 15-18x, Hkely duc 1o a less favorable balance between
vapor pressure bulidup and matrix softening. Conversely, the 454
formulstion reached adegquate plasticity only o longer exposure
times, allowing bubble growth desplie s lower turch fraction,
Stmilar delayes! or shifled cxpansion peaks have been repottod for
pubse-enriched extrutates subjected 1o differential heating peofiles
(Alenso ot 8l 2000; Altan ot al 2008).

Al shotter exposure thmes (V-124), the energy Input was in-
swilicient to differentiate among fonmulations, but from 15s
vaward matze-rich xy ty cutperformed legume
dominant ones. This is consistont with the higher puffing «ffi
clency of starch-rich matrices, which gelatinize and vaportee
rapidly under microwave heating (Alam et ol 2016}, The al)-
Ity of the 45% bean formulation to match matxe at 20-21 5 con-
trasts with the commonly reported inhibitory effect of pulse
proteins and fibers on puffing (Altan ct al 2000), suggesting
that extrusion-induced plasticization of specific sturch-protein
Inferactions may partially mitigaie these restrictions (Alonso
et sl 2000)
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The consistently low expansion of the 100% bean sample aligns
with the limited gelatintzable starch and greater structural ri-
gidity reponied for legume-only mutrices. In contrast, starch-
rich systems such as malze and the 10%-20% blends malntained
suffickent matrix coatinulty W -mt rapld puffing across
the microwuve Intervals evalusted These results underscore
that expansion capacity emerges frum the combined effects of
composition, molsture redistribution, melt rhoology, and ther-
mal-mechanical history, rather than from kgume concentra-
tion alone.

These Nndings underscore the tmportance of the formulation -
time interaction in developing third-generation extruded wnacks.
Sclecting appropriate levels of legume enrichment and cxposure
time can optimize festure, visial appeal, and structural guality
whitle retatning functional outritional stiributes.

322 | Expansion Index, Bulk Density, Texture,
and Hydration Properties

The expansion index (ET) was significantly affected by the for-
mulation, both before and after microwave treatment. One-way
ANOVA confirmed statistically significant differences among
extrudates in thelr El before expansion (p<0.001) and after
expansion (p<0.001), indicating that the level of Phaseolus coc-
cinewr incorporation Influenced radial expansion of the extru-
dutes &t both stages (Table 2),

Before microwave exposure, El values of the matze control and
the 2r%-45% bean formulations were comparable, suggesting
that these blends maintained sufficlent starch continuity to
support Insttal puffing. In contrast, the 1004 bean sample ex
hibéted the lowest ET (1.20:£0.02), conaistent with itx imited pe-
latintzable starch and greater structural ngidity ( Neder Sadree
of al. 2021} These bascline 1 differences align with the struc-
tural constratnts previously reported for legume-only matrices,
where reduced starch svailability lhmits the capacity for radial
panuan

Following microwave expansion, B incressed 1 all formals-
toa, reflecting the transttion from the uncxpanded pelict o the
fully putied structure. The highest post-cxpansion EI was ob-
served in the 10% bean formulation (221 £0.07), which mitrors
the superior expansion behavior detected In the time-resolved
profiles (Pigure 1) This suggests that low-to-moderale legume

the optimal expanson time and farther highlighting the com-
positional balance needed 10 achleve functional expansion in

legume-enriched extrudates.

Al haseline, ET values were comparabie for matze and the 20%-
458 bean blends, whereas the bean-only formulation showed
the lowest EL in line with the restricted puffing capacity of
legume-dominant matrices due to Jower gelatinizable starch

and higher antinuirient burdens that limit plastictzation and
gas cell growth (Alonso et al. 2000) Bulk density of pellets
was correspondingly higher in legume-rich sysema, reflecting
@ tighter, less serated structure prior 10 miKrowave expansion.

described in cereal-pulse extrudates and related M0 systems
(Neder-Sudrez of al. 212))

After microwave exposure. El increased in all formulations,
with low-to-moderate bean Inclusion (=50%-20%) yielding the
highest E1 smong blends, while the bean-only product rematned
the least expanded. This pattern Is conststent with extruston/
microwave llerature showing that starch-dominant matrices
achieve greater cell growth and porosity than protein/fiber.
rich ones (Altan ef al. 2000). The observed drop in bulk densry
after expansion confirms the expected inverse relation between
denasty and radial growth In expanded xnacks: severe screw/
thermal-mechanical histories and sultable molsture profiles
typically promote Righer specific exspanston and lower density,
trends widely reported in extrudate engincering studies {Altan
et al. 2009; Ding et al. 2008, Vu et ol 20240

Across formulations and stages. bulk denstty was inversely
reluted to BL peliets with higher density expanded less, and,
post-microwave, samples with greater Ef exhibited the lowest
densities. Such Inverse coupling between structural acration
(expansion) and mass/volutne compuction (density) Is a canoal-
cal putcome of starch melt expansion under thermo-mechanical
processing (Alam et al. 2006). Mochanical properties tracked
stroctural metrics. Higher peliet density cotncided with greater

extruded saucks and atise from the thinning of cell walls and
increased void fraction durtng pulfing (facquet et al. 2025).

Hydration Indices reflected malrly compodtion and expan:
©on state. [ pellets, Increasing beans condent ratsed WAI/WSI
(p<000l), consistent with the water-binding solubtlizing cs
pacity of pulse components and fiber. Afler microwave expan-
won, Mends showing greater EI tended to maintatn higher WAL
WEI than legume-anly products, suggesting that an adequately
expanded, starch-supported network fucilitates water uptake/
solubtlity, wheress protetn-fiber dominance without sufficlent
starch contitnuity Mmits both cxpansion and hydration perfor
mance (Du ef al. 2014), These trends align with prior obser
vations 10 3G malze-legume systems and broader extrusion
reviews connecting process-induced porosity and macyomolec-
ular rearmungements 10 WAL/'WSI behavior (Alam et al. 2006
Gallo et al. 20220

Tuken together, these patterns demonstrate that low-to-moderate
P oocvimess enrichment (109-30%) offers the most favorable
balance between expunsion capacity, mechanical intogrity.
ummummmmu
mixed cereal-pulse extrusion sysfems. This formulation range
therefore represents the optimal compromise for achleving de-
sinable techno-functional charactertstics in thind-generation
microwave-cxpanded snacks.

Aawrmat of Fod Process Engeavering 3004

Tal 14

166



L1 )

W Dbty ravag g M .y

TARLE 3 | Elfect uf Mhssnds oo the tnnden bl desuty, marete. sed hyde e e ool Mu muatae (Zes mates] ssachs, helows sl afier mucrowew

Extruded samphes ds mphes with Lpanais

Pl demaity  Mandsess  Practursbility Bl demsity  Mardoess Practersbility WAL

Furmstaton " (hgm ) ™) w WALgg™l  waM o (hgm N} o~ g™ wam
Poraded Mus 1 ME06F (2O MASINE LA I1NI00F RS20 2007 AMMSIN0RY SRELN ESEN0E ATRENAS LTREn0
‘malew
Eatraded L0 MO HAr 2mzaw 2N zoaw A0az0l Mol IMIOlY MMTAAY T2l 2SN ARTI0N ANTrOar
ayncrse hess
Rureded 190 (272000  [WAANSSAMDY  Tiws LOS* AMEINY  JETA0NM 0Nt 2INeA0T™ MO ALY AeelNY LA SLNE0IW
tean
Eotraded 2% TMAREE  INSAIAIM TITEA AREIAN IH2OMS TLORAIF IASTAOE MIRRINN AR AWt AdManet a3romt
Nean
Rureded N8 18208 I2RAA22TREY  ATRO0F STILLIT  ITNA00R VAT 1WA 7 20P SISO A NSIAE A Re LW sane
Seant
Extraded 408 LS 2 S 2N Saeziee SO LI™  ASaRRF 114N IR SLLITSA IV AN 2Waiar  ANTaRLt ANTeR
tman
Eatraded 470 LMSOEF  I2NAM SN AXTELAY ATIRLW IMENEN IAWRHIT MO NI LA ORI ATTaRW TR
ean
S Bk vab - o o - (REL bl ity at e . b

TN st Sutnann sdns (WAL sad W n -
i W cmh e (p ¢ # 81 o Tidhey's MAD) wt

167



A3 | Color Parameters

Sygnificant differences wete observed among all formulations in
the CEELAR color parameters (1%, 2%, b*) for both non-evpanded
und expanded samples (p<0.001), indicating that the incorpo-
ration of Phascolies coccimeus nfluenced the visual properties
of the extrudates during both processing stages, as shown tn
Table 3.

Color parameters were significantly influenced by both for-
mulation und microwave expanston. In non-expanded extru-
dates, the uncxpectedly high lightness (L*) in the 45% bean

darkens extrudates. The red-green auds (5°) peaked in the 109
and 459 blends, while intermedtate formulations showed re-
duced redness, (ndicating non-lineur pigment behavior, Wkely
tied 10 anthocyanin-protein or fider inferactions (Alvarez-
Jubete et al. 2010).

Post-expamsson, (he blue matze control exhibited the highest 1
and 3* values, suggesting increased brightnes and red tonall-
tics, This behavior may be assoctated with mateix restructuring

Interactivn with the food matrix (Khansl of al. J008). However,
higher bean content lowered both values, suggesting pigment
degradation or thermal masking by legume constituents. The
shift 1z b* values—trom negative In blue matze to strongly
positive in the 459 bean formulation—demonstrates a clear
chromatic transition towsrd yellowness, reflecting the absence
of Nue anthocyanins and the dominance of noo-pigmented le-
gume components.

Overall, these results highlight how both ingredient compo-
sition and expansion condftions modulate visual attribules.

Optimizing bexn (nclusion bs ths essential to matntain the vi-
sual identity of blue matee while improving nutritional value.

3.4 | Microstructural and Morphological
Characterization

341 | Scanning Electron Microscopy

The SEM analysis confirmod substantial morphological trans-
formations induced by extrusion and microwave expansion
(Pigure 2) In the raw sampdes, the well-preserved granules of
Zea muys (Figure 2a) and the compact matrtx of Phasealic coc-
cimews (Figure 2b) are indicative of native starch and protetn
arganization. These structures reflect thelr unprocessed state,
with dear starch granules in matee and dense, protetn tich re-
ghons In the bean—typical of cereal und legume matrices, re-
spectively (Singh e1 al. 2006).

After extrusion (Figure 2cd), the microstricture of the 304
boan formulation revealed extensive koss of granular definition
and the appeatance of fragmented, fused matertal. These fea-
tures are characteristic of complete starch gelatinization and
protetn denaturation undet high thermal and mechanical en-
ergy (Ding et al 2005). The collapse of laminar 2o0es and the
abwence of discrete granules support the occurrence of matrix

and expansion potential (Alam ot al. 2016)

Microwave expasxion further itenstfied the structurs changes
(Figure 2e.f). The sppoarance of porous, sponge-like textures
and ruptured surfaces suggest viokent water vapor release and
cell wall druption during raped heating. Such morphological
alterations are comststent with the mechanium of mictowave:
induced puffing o which molture vaporizes |nternally
and expands the softencd matrix (Momare and Kokind 2003),
Interestingly, although the 309 Nend containe substantial le-
gume content —often assoctated with reduced pulling due 1o

TABLE ) | Effect of Mhasesdus onccinees enrichment ot CIELAD culor patameters (L7, o*. %) of extruded blue maise (Zos suyy) smacks, belier

wnd alter P (meda s d &
Extruded samples with
Extruded samples microwave expansion
Formulation 1 14 a b | A w b
Extruded blue matze IL0I 2046 3052019 Q02000 M6 203 00520355 —oskzollr
Extruded syocote bean 1£3020.21° 18003 LMzaN JeTiosd™ Taiz0ld™ KS2zow
Extroded 178 bean 2.002000 seszony Lzoo Mzt Lazoor La72016"
Extruded MrE bean 1OXI20™ 4752008 LWzon™ M2020.50% Losz0N 1912000
Extruded W1 bean IS0 ATizOOr L3200 R2exs07ed TR 15820048
Extruded 4078 bean IWA6£0.40%  136+001"  LAS2009" 1225+ 1a0* rTis+0.4" L6000
Extruded 454 bean 20N Ass201E ABz0w 173720004 20920014 1502000
Mot Coben ware perbaTed in e wmng s Doy i 1w
comtatmma |7 i arss Rgeae (De Wack | N < whis o Tige e k- green o - wegaTRS u GEEIR ) 3 I IR R the pelhes bEsE sni
(PP it = e b e EHT = h | B TRCTIR W TTE WA et ¢ wch obmen |l e petin ™ Tabey » D
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Ficunee 2 Scanming siectrum mictographa (SEM) af raw bee matse (Zew mup) st 100kx magnificanon () snd maw purple ayooote boan

(M e

omorimenct) 38 1 00Kx (0 Leuages () and () corvespond o the soo-expanded extrudate of Sue matee euriched wah W08 F ox

ciness ot

200w and 1 00 kx magnification. respectively Tmages (r) and (T) show the micnwave-espunded eatrudate of the same 30T beun formulation gt 200«

wiul £ 00Kk, respectively

protein rigidity—the observed porosity tmgplies that the starch

protetn matrix remained safficiently plastictzed to allow expan
sion. Stendlar results were reported by Camire ef al (1990), who
obscrved that moderate leguime inclaston could preserve puffing
quality while enhancing nutrithomal value

These observations retnforce the functional balance achieved
in the 30% blend: extrusion-indocod matrix reorganiaation f»
cllnates expansion, while moderate legune inclusion prescrves
enough starch Integrity for effective pulfing. The SEM evidence
corroborates instrumental messurements of bulk density and
expancan indes, providing s microstructural rationale for the
macroscopic textural and functional trends

34.2 | X-Ray Analysis

The X-ray diffraction (XR D) patterns of raw flours and extroded
blends (Pigure 1) reveaied marked trunsformations tn starch
crystalline orgunization induced by extrugon The diffracto
gram of raw blue matze displayed an A-type pattern with prom
Inent peaks ot 281535 123% 101" and 1957, typical of native
cereal starches (Cabrera-Ramirez ef al, 20210 ln contrast, the
raw Phaseolis cocoiness flour exhvibited lower intensity reflec
toas conistent with the C-type polymorphiam charactenstic of
legume starches (Lia et al. 2025)

Following extrusion, all samples cxhibited broadening and in
tenstty ks of the characteniatic peaka, evidencing purtial de
struction of native crystallites and pelatintzation of starch. This
disruption was mere prooounced as beats Inclusion increased,
with the 40% and 4%% formulations showing a diffuse amos
phous halo, Indicative of reduced long-range order (Mironcasa
et al. 2023) The attenuation of Atype peaks suggests that the

combined thermal-mechanical and shear forces during extru
slon Induced a transition toward amorphous reglons, where
the native double helices of amylopectin were largely disrupted
(Huang et ol 2022)

Interestingly, the Intermediale 209-30% bean formulations
retained moderate diffraction intensity between 17% and 19°
suggesting lmited structural reoeganization or partial recrys
tallization of short-range onder. This muy refiect the formation
of amybose-protetn or amylose -liphd complexes (V-iype crystal
linity ), stabilized through hydrophobic or hydrogen interactions
(Castyo-Campos et al 2024, Iskam et ul 2022). These complexes
while distinct from native crystalline lamellac, contribute to
mechanical stability and modulated expansion behay or

Overall, XRD analysts confirms that extrason drastically al
tered the crystalline profile of blue malze-besn mutrioes, with
increasing legume consent promating amorphiration, Moderate
bean inclusion (20%-30%) allowed partial crystalline retention
postily contributing to improved expansion and texture bal
ance, whereas higher incdlasons favored umarphous structures
that enhance digestibility but may compromise mechanical
Integrity

343 | Fourler Transform Infrared Spectroscopy
(FT-IR) Analysis

The FTAR spectra of extruded bue malae-Masenlus coccimens
sttacks (Flgure 4) exhibited conststent molecular Rngerpeints
scross formuilations, with intensity vartations reflecting com-
positiool and structural changes caused by extruslon. The
brosd absorption band between W00 and MO0, corre
sponding to O—H and N—H stretching vibrations, Increased
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Wavenumber (em )
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Major abwor peion regions apend 8o O-T1N—H streiching (300-3000cm '), C—11 stiretching Le2920cm '), amide | and

1 videstne (w1650 and 1 Sdbem '), and C—O sreeching of polysaccharides (v J0MScm ¥) Incrvasng hean jroportion caused stiemiation of stasch-
related bands (21035 com ') and amphficatim of protei rolated amide haods, indicating reduced starch onder amd enbasced protem i

aler extrueon,

slightly with bean (nclusion, indicating higher content of peo-
tein and hydroxybrich from P coccineus (Hong
et al 2021, Garcia-Valle et al 2021)

Charscteriati: amide 1 (s1650cm ) and amide 11 (=1530cm ')
peaks became progressively more defined in bean-enriched
samples, confirming enhanced protein contribution to the ma-
irix. This agrees with previous reports that the addition of Je-
gume profetns strengthens amide absorptions through the O=0
(amide 1) and N—H bending/C—N stretching (amide 11) vibes-
tons (Liu ef al 2025 Usaltsey et al 2009}

Conversely, the C~H stretching band near 2920¢m ' —matnly
related 1o liphd alky! chains—showed higher infensity in makze-
dominant focmulations and dimintshed s bean proportion
Increased, suggesting partial lipid dilution or assoclation with
protesn and fiber components, The strong bund around 1045cm |,
assigned to C—O stretching In polysaccharides and indicative
of starch seder, decreased with legume addition,
confirming starch didution and reduced stroctural order due to
prodein-starch interactions and gelatintzation during extrusion
(Bisharat et al. 201X Rathod and Annapure 2016; Neder-Suirex
et al. 202); Sevenou of &l 2002),
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Collectively, these spectral modifications demonstrate that in-
creasing /. coccineus levels modify the chemical envimament
of starch and protein within the extruded matrix. The attenua-
tion of the 1047/1022crm ¥ region reflects decreased short-range

gume protetns, supporting the notion that formulstion strongly
governs matriy interactions and functional bebavioe In thind-
peneeation extruded snacks.

4 | Conclusions

Through this work, we were able to explore how the incorpor:
thon of Phascodis coccimens 1nto blue malze-hased formalations
affects the physical, functional, und structural behavior of
third-genetation extruded stacks. By evaluating & wide range
of properties. incloding expansion kinetics, texture, color,
water toteractions, and microstructural changes, we gatoed
a clearer understanding of how legume enrichment modifies
both the nutritional value and the processing performance of
the product, We observed that even moderate levels of bean
inclusion enhanced protetn and Niber content without cam-
promising expanston of texture. The combination of extrusion
und mictowave puffing proved to be an effective approach
to produce snacks with appealing structure and improved
functionaliry.

These Nndings reflect a practical effort 10 use native Ingrodients
in innovative ways. While there s still more to explore, expe-
clally in terms of sensory and shelf-ltfe performance, this work
lays 2 solid foundation for developing healthier and maore sus-
tatnable snack options through foad englivering
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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

