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RESUMEN

Villalobos Alpizar, Grettel.

Evaluacion de concentrados de proteinas de leguminosas nativas para su potencial uso como
materia prima en la elaboracion de prototipos de un embutido analogo a las salchichas de
carne

Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos — San José, Costa Rica.
Villalobos Alpizar, G., 2024. 96 pag. 13 il. 144 refs.

Se prepararon los concentrados de proteina de las leguminosas nativas gandul (Cajanus
cajan), frijol Mantequilla (Phaseolus lunatus), frijol Cabécar (Phaseolus vulgaris) y frijol Cuba
(Phaseolus coccineus), obtenidos mediante extraccion alcalina y precipitacion isoeléctrica, y
secados mediante dos métodos posterior a la extraccion: secado por aspersion (SA) y liofilizacion
(L). Ademas, se evalud un concentrado comercial de soya como estandar.

Para su caracterizaciéon se evaluaron las propiedades de rendimiento de extraccion,
rendimiento de secado, humedad, actividad de agua (Aw), contenido de proteina y color
instrumental. Se encontraron diferencias significativas para el rendimiento de extraccion, que fue
mayor para el concentrado de Cub L (con un rendimiento de 9,9 + 0,7%) y también para el
rendimiento de secado, en el que destacaron los concentrados de Gan L y Cub L. Los concentrados
obtuvieron una Ay < 0,6 y una humedad promedio de 9,9 £ 0,6% (p=0,932). Todos los
concentrados de proteina presentaron un contenido de proteina superior a 80g/100g, lo que los
clasifica como concentrados de proteina. En cuanto al color, también se obtuvieron diferencias
significativas, los concentrados liofilizados obtuvieron valores de L* mas bajos e intensidad de
color C* mas altas que sus semejantes secados por aspersion. La tonalidad (h°) del concentrado de
soya comercial, Man SA, Gan L y Cub L fue cercana a 90°, lo que indica tonalidades amarillas;
los demas concentrados presentaron valores entre los 45° y 90°, que sefalan colores entre el rojo y
el amarillo.

La evaluacion de la funcionalidad tecnologica de los concentrados de proteina se realizo
mediante la medicion de los parametros de digestibilidad in vitro, solubilidad a diferentes pH,
capacidad de retencion de agua (CRA), capacidad de retencion de grasa (CRG), indice de actividad
emulsionante (IAE) e indice de estabilidad emulsionante (IEE). Respecto a la digestibilidad in

vitro, no se encontraron diferencias significativas entre los concentrados de proteina, se reporta el



valor promedio que es 0,74 + 0,01g. Con el incremento en el pH aument6 la solubilidad del
concentrado de proteina, a pH 4 sobresalieron los concentrados de Cub SA 'y L, a pH 6 el de gandul
L y a pH 8 todos los concentrados de proteina presentaron la misma solubilidad, que en promedio
es 95 + 3%, la cudl es significativamente mayor que la del concentrado comercial de soya. La CRA
y CRG también fueron significativamente diferentes entre los concentrados, la CRA estuvo entre
2,53 £ 0,20 y 4,15 £ 0,40 g de agua /g de concentrado siendo los valores extremos para los
concentrados de Gan SA y Cab L respectivamente, mientras que los valores de CRG fluctuaron
entre 3,00 + 0,63 y 5,60 = 0,50 g de aceite/g de concentrado, que corresponden a los concentrados
de Cab SA y Gan L. El resultado del analisis de varianza evidencidé que existen diferencias
significativas en el IAE y el IEE, los IAE estuvieron entre 10,46 + 3,26 m?/gy 18,32 + 3,49 m?/g,
siendo el mas bajo el concentrado de Gan L y el mas alto el concentrado de Cab L, mientras que el
IEE de los concentrados se encontrd entre 14,25 + 3,39 min para el concentrado de Man SA 'y 31,76
+ 6,34 min para el concentrado de Man L, concentrados con el menor y mayor IEE respectivamente.

De los concentrados de proteina en estudio se escogieron los concentrados de gandul y frijol
Cuba liofilizados para la elaboracion de prototipos de salchichas analogas a las de carne, los cuales
se compararon contra un prototipo elaborado con un concentrado de soya comercial. Se
determinaron las caracteristicas del perfil de textura, estabilidad de la emulsion, pH, pérdidas por
coccion y color instrumental de los prototipos elaborados. No se encontraron diferencias
significativas en la dureza, pH y pérdidas de coccion entre los prototipos. Para los demas
parametros de textura el prototipo elaborado con el concentrado de Cuba L presentd una
cohesividad y masticabilidad significativamente mayor y una adhesividad y elasticidad
significativamente menor a la de los otros prototipos; ademads, este prototipo tuvo una estabilidad
de la emulsién menor a la de sus iguales elaborados con los otros dos concentrados. Finalmente,
para el color instrumental, el prototipo elaborado con el concentrado comercial de soya present6
valores de a*, b* y C* mayores y una tonalidad h® menor que los elaborados con los concentrados
de gandul L y Cuba L, que no presentaron diferencias entre si. La luminosidad L* si fue mayor en
el prototipo elaborado con el concentrado de Cuba L.

Palabras clave: Concentrados de proteina vegetal, leguminosas, secado por aspersion,
liofilizacion, digestibilidad in vitro, propiedades funcionales, salchichas andlogas a las de carne.

M. Sc. Adriana Araya Morice
Escuela de Tecnologia de Alimentos.
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1. JUSTIFICACION

Se estima que la poblacion mundial pasara de 7 700 millones de personas en 2019 a 9 700
millones en 2050, este crecimiento acelerado de la poblacidn, el aumento en los ingresos, y la
urbanizacién impulsan la demanda de alimentos y cambian las preferencias nutricionales de las
personas hacia productos de origen animal y alimentos procesados (FAO, 2021a). Estos cambios
repercuten también en la demanda de proteinas de origen animal, el informe Perspectivas Agricolas
OCDE-FAO 2020-2029 prevé un crecimiento del 12% en el consumo de carne durante la proxima
década, aumento que se dara principalmente en los paises en desarrollo (OCDE & FAO, 2020).

Una de las principales preocupaciones relacionadas con el incremento en la produccion de
carne en los afios venideros es el impacto ambiental de su produccion, esto puesto que existe
evidencia de que la produccion ganadera intensiva provoca efectos adversos en el ambiente, entre
ellos la compactacion y erosion del suelo debido al sobrepastoreo y a la produccion intensiva de
piensos y forraje. Ademas, la concentracion de insumos y desechos animales han dado lugar a un
aumento del uso de energia de combustibles fosiles, asi como de las emisiones de metano y la
contaminacion del agua por nutrientes y antibidticos (FAO, 2021a).

Existe también una creciente preocupacion por los efectos del consumo excesivo de carne
en la salud de los consumidores. Si bien la carne es una fuente excepcional de proteina de alta
calidad y de micronutrientes como el hierro y la vitamina B12 beneficiosos para un crecimiento y
desarrollo saludable, estudios recientes han relacionado el consumo excesivo de proteinas de origen
animal con el aumento en el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo
IT e hipercolesterolemia (Quesada & Goémez, 2019). Otros estudios también sefialan que
enfermedades como el higado graso no alcoholico, las enfermedades inflamatorias del intestino, la
obesidad y el cancer colorrectal tienen relacion directa con el consumo de carne. Por lo que se
recomienda evitar la ingesta excesiva de carnes rojas y carnes procesadas y reducir su consumo a
un nivel adecuado para la salud (Libera et al., 2021).

Por otro lado, el informe del Estado de la Seguridad Alimentaria y la Nutricion en el Mundo
del ano 2021, indic6 que en el 2020 alrededor de 2 370 millones de personas en el mundo carecieron
de acceso a alimentos adecuados y se estima que para el afio 2030 unos 660 millones de personas
podrian seguir padeciendo hambre. Pero al mismo tiempo el nimero de personas con sobrepeso y
obesidad en todo el mundo incrementa a un ritmo alarmante, debido principalmente a dietas poco

saludables. Prevaleciendo asi la malnutricién en todas sus formas (FAO y OMS, 2020).



Por lo anterior, se vuelve urgente desarrollar opciones para aumentar la sostenibilidad de
los sistemas alimentarios y agricolas desde el punto de vista ambiental, de salud y de seguridad
alimentaria, esto implica una mayor concientizacion de los consumidores sobre dietas
ambientalmente sostenibles y con un adecuado contenido nutricional que evite la subalimentacion,
la carencia de micronutrientes y el sobrepeso y la obesidad, que a menudo coexisten en un mismo
pais (FAO, 2018).

Segun la FAO y la OMS (2020) una dieta saludable sostenible es aquella que promueve
todas las dimensiones de salud y el bienestar de las personas, tiene un bajo impacto ambiental, es
accesible, segura, equitativa y culturalmente aceptable. En este sentido, dentro de las
recomendaciones que dan estas organizaciones estd aumentar el consumo de alimentos variados de
origen vegetal, transitando a una dieta que contenga una menor proporcion de calorias procedentes
de alimentos de origen animal.

Uno de los nutrientes mas importantes de la dieta son las proteinas, estas son polimeros de
aminoacidos unidos por enlaces peptidicos que tienen una estructura tridimensional definida
(Nadathur et al., 2017). Estas macromoléculas tienen un papel esencial en el crecimiento y
desarrollo del cuerpo, ya que cumplen funciones criticas en la célula, tejidos, érganos y sistemas.
Se desempefian como hormonas, enzimas, transportadores, componentes del sistema inmune y
proporcionan al organismo de los aminoéacidos para la sintesis de proteinas (Quesada & Gomez,
2019).

Ademadas de su valor nutricional, las proteinas proveen a los alimentos propiedades
funcionales, es decir, propiedades fisicoquimicas y reologicas que pueden afectar el
comportamiento de un sistema alimentario durante su preparacion, procesamiento,
almacenamiento y consumo. Estas propiedades son esenciales para hacer que los alimentos sean
atractivos y agradables sensorialmente para su consumo, entre ellas destacan las propiedades de
hidratacion (solubilidad, retencion de agua e hinchamiento), de superficie (propiedades de
adsorcion, capacidad emulsificante y espumante) y su comportamiento reologico (gelificacion y
viscosidad) (Baigts, 2016). Estas propiedades se relacionan con la forma en que las proteinas
interactiian con otras moléculas, asi como con el tamafio molecular, la estructura y la distribucién
de carga de las moléculas de la proteina (Day, 2013).

Los animales han sido la principal fuente de proteinas dietéticas, la carne se ha constituido

como una fuente excepcional de proteina y aminoacidos esenciales, es decir, aquellos aminodcidos



que no pueden ser sintetizados por el organismo humano (Bohrer, 2017). Sin embargo, dada la
problematica expuesta previamente, se ha vuelto necesaria la bisqueda y estudio de fuentes
alternativas de proteina, como por ejemplo granos, semillas, hojas, leguminosas, microalgas,
hongos e insectos (Fasolin et al., 2019). Las fuentes de proteina vegetal han ganado popularidad
en los ultimos afios debido a que representan una opcién con beneficios para la salud y el medio
ambiente. Dentro de esta categoria estan las proteinas de los granos de cereales, como el trigo,
arroz, maiz, cebada y sorgo; y las leguminosas, como la soja, lupino, garbanzos, frijoles, lentejas y
guisantes (Day, 2013).

El aporte nutricional es uno de los aspectos que define la calidad de una nueva fuente
alternativa de proteina, este puede evaluarse con la determinacion de la concentracion y
disponibilidad de los aminoacidos esenciales y del nitrogeno total. También se han utilizado otros
métodos como la digestibilidad de la proteina in vivo o in vitro, el puntaje de aminoacidos, el indice
de eficiencia de proteinas y la puntuacién de aminoacidos corregida por la digestibilidad de las
proteinas (Day, 2013).

Se ha determinado que la mayoria de las proteinas vegetales son algo deficientes en cuanto
a su perfil de aminoacidos, teniendo limitacion en proveer uno o mas de los aminoacidos esenciales.
Sin embargo, la combinacion de fuentes de proteina vegetal mejora la calidad de la proteina debido
a sus perfiles de aminoacidos complementarios, ejemplo de ello es la mezcla de leguminosas con
cereales (FAQO, 2021c¢). Ademas, estos alimentos de origen vegetal aportan compuestos bioactivos
como sustancias fitoquimicas y antioxidantes, fibra dietética, vitaminas como el folato y minerales
como el hierro, que son esenciales para el organismo y se ha visto que proporcionan beneficios
para la salud como la reduccion de enfermedades cardiovasculares, mejora de los perfiles de lipidos
en sangre, prevencion de la anemia y promocion de la salud 6sea (FAO, 2021c; Nadathur et al.,
2017).

En conjunto con la calidad nutricional, el estudio de las propiedades funcionales que se
mencionaron anteriormente permite evaluar la utilidad de nuevas fuentes de proteinas alternativas
para crear productos alimentarios. Estas propiedades se ven afectadas por motivos como la fuente
de la proteina, el método de extraccion y purificacion, el ambiente en la matriz alimentaria (pH,
temperatura, concentracion de solventes y solutos, fuerza ionica, constante dieléctrica y presencia
de otras moléculas como lipidos o carbohidratos) y las operaciones realizadas al alimento

(mezclado, tratamientos térmicos, secado, entre otros) (Nadathur et al., 2017).



El método de extraccion ha sido un factor ampliamente estudiado en diversas fuentes de
proteinas, existen varias técnicas que pueden clasificarse como métodos convencionales, estos
incluyen las metodologias de uso comin como la extraccion a base de disolventes organicos, agua,
sales, detergentes, disolventes acidos y alcalinos. Por su parte, los métodos no convencionales son
técnicas que se han desarrollado para mejorar los rendimientos de extraccion y disminuir la
contaminacion ambiental provocada por los métodos convencionales, entre los que se encuentran
la extraccion asistida por enzimas y la extraccion fisica (asistida por ultrasonido, campo eléctrico
pulsado, microondas y alta presion) (Kumar et al., 2021).

Otro de los factores que influye en las propiedades nutricionales y funcionales de los
concentrados de proteina es el método de secado empleado para la obtencion de un extracto en
polvo, que permita su uso como ingrediente en las diferentes aplicaciones alimentarias y facilite su
almacenamiento prolongado y estable (Ghribi ez al., 2015). Dentro de los métodos de secado mas
empleados se encuentran el secado por aspersion a nivel de produccion comercial y el extracto
liofilizado para uso en investigaciones. Sin embargo, los estudios del efecto del método de secado
sobre las propiedades de los extractos de proteina son limitados y solo se encuentran para algunas
fuentes mas tradicionales como la soya, el frijol mungo, la chia, el fenogreco, el arroz, los
garbanzos y las lentejas (Brishti ef al., 2020; Ghribi et al., 2015).

Una de las aplicaciones que han tenido los extractos de nuevas fuentes de proteina es el
desarrollo de productos andlogos a la carne, productos que sin carne, tienen un sabor, textura,
apariencia y valor nutricional similar al de los productos carnicos tradicionales (Sun ef al., 2021).
El desarrollo de estos productos representa un gran reto para la industria alimentaria, ya que se
requiere que las fuentes alternativas de proteina permitan obtener un producto que sea nutricional,
sensorial y tecnologicamente satisfactorio en comparacion con el producto original (Kamani et al.,
2019).

En el caso de particular de las salchichas a base de proteina vegetal, las principales
propiedades funcionales a evaluar en el aislado o concentrado de proteina a utilizar son la capacidad
de retencion de agua y aceite, la gelificacion y las propiedades emulsificantes, esto debido a que
en este producto es vital la adecuada formacion y estabilidad de la emulsion, es decir, que las gotas
de aceite se dispersen en un medio acuoso con ayuda de un tensoactivo, en este caso de la proteina
empleada (Kamani et al., 2019; Toews & Wang, 2013). Ademas, para garantizar que estos

productos analogos a la carne se asemejen a las salchichas cérnicas tradicionales se recomienda



determinar las pérdidas por coccion, pH, humedad, retencion de agua y grasa, color instrumental y
propiedades texturales. Al mismo tiempo, es de suma relevancia el estudio con consumidores para
determinar la aceptabilidad del producto desarrollado (Pietrasik & Soladoye, 2021).

La soya ha sido de las fuentes de proteina vegetal mas estudiadas y empleadas para el
desarrollo de salchichas reducidas o sin proteina de origen animal, también se han utilizado otras
fuentes como la proteina de frijol mungo, guisantes, mani, trigo, arroz y arveja (Samard & Ryu,
2019). Sin embargo, estas proteinas son actualmente importadas en Costa Rica, y muchas de ellas
son cultivos basicos de alimentacion humana y animal, como la soya, el arroz, el trigo, guisantes,
por lo que el uso como proteina compite con la satisfaccion de las necesidades basicas de la dieta
mundial.

Ademas de los cereales y leguminosas convencionales, existe un grupo de granos
subutilizados de la region neotropical que han cobrado importancia en los ultimos afios debido al
renacer de habitos de consumo tradicionales, problemas asociados con la salud y la adaptabilidad
de estos cultivos a condiciones ambientales particulares. Entre ellos se encuentran los frijoles
comunes (Phaseolus vulgaris), que debido a su aporte de proteina (18-28% base seca), su contenido
de fibra insoluble, su alto contenido de minerales, vitaminas y compuestos fenolicos se ha
empleado en productos como pancakes, galletas, chips de tortillas de trigo, entre otros (Acuia-
Gutiérrez et al., 2019). En el pais existen otras especies de este género que han sido poco
estudiadas, entre ellas el frijol mantequilla o lima (Phaseolus lunatus) y el frijol cuba (Phaseolus
coccineus) (Araya-Villalobos et al., 2015).

Otra leguminosa que representa una importante oportunidad para la inclusion de granos
poco usados en la industria alimentaria es el gandul (Cajanus cajan). El gandul es un arbusto muy
resistente a las inclemencias del tiempo, produce unas vainas en donde se albergan las semillas,
este arbusto es comun en el bosque himedo de Costa Rica y ha sido utilizado principalmente para
descompactar el suelo, para alimentacion animal, y como agente de control bioldégico. Como
alimento, el gandul representa una leguminosa con un alto valor nutritivo, cuyo contenido de
proteina varia entre el 18 y 25%, y cuenta con un alto contenido de fosforo y vitaminas A y C
(Gonzélez et al., 2016).

Debido a los factores antes expuestos, se espera que estas leguminosas tengan proteinas con

propiedades nutricionales y funcionales particulares, por lo que se requieren estudios que permitan



caracterizar a nivel nutricional y funcional estas nuevas fuentes de proteina y con ello poder
identificar aplicaciones especificas en la industria alimentaria.

El objetivo de este trabajo final de graduacion es determinar la funcionalidad nutricional y
tecnoldgica de los concentrados de proteina de leguminosas nativas y la aplicacion de dos de ellos
en la elaboracion de prototipos de un embutido andlogo a la salchicha de carne. Con esto se
pretende a la vez promover el cultivo y consumo de estas leguminosas subutilizadas de forma mas
generalizada y brindar una alternativa proteica sostenible para la necesaria reduccion del consumo

de carne y productos carnicos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar las propiedades fisicoquimicas, la funcionalidad nutricional y tecnologica de
los concentrados de proteinas de leguminosas nativas, obtenidos mediante dos métodos de secado
posterior a su extraccion, para su uso en la elaboracion de prototipos de un embutido anédlogo a la

salchicha de carne.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar mediante parametros fisicoquimicos los concentrados proteicos de cuatro

leguminosas nativas, obtenidos mediante dos métodos de secado luego de la extraccion.

2. Evaluar la funcionalidad tecnolégica y la digestibilidad in vitro de los concentrados de
proteina de cuatro leguminosas nativas, obtenidos mediante dos métodos de secado luego

de la extraccion, y de un concentrado de proteina de soya comercial (como estandar).

3. Comparar tres prototipos de embutido analogo a la salchicha de carne, elaborados con los
dos concentrados de proteina de leguminosa mejor evaluados y con un concentrado de

proteina de soya comercial, con respecto a sus caracteristicas fisicoquimicas.



3. MARCO TEORICO
3.1 Consumo de carne

3.1.1 Demanday consumo de carne en Costa Rica y el mundo

En las ultimas cuatro décadas, los datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) reportan un incremento del 67% en el consumo de proteina
de origen animal (FAO, 2022). Esto se atribuye, entre otros factores, al aumento en los ingresos de
los paises de bajos y medianos recursos. Cuando el producto interno bruto per capita (PIB)
aumenta, la ingesta de carne crece hasta llegar a un maximo. Ademas, los datos indican que el
surgimiento de las clases medias y la creciente urbanizacion en estos paises ha propiciado la
transicion de una dieta basada en cereales hacia dietas ricas en el consumo de alimentos como la
carne, frutas, verduras y lacteos (FAO, 2022). Las perspectivas agricolas de la OCDE-FAO para el
periodo 2022-2031 proyectan un aumento en la demanda y oferta mundial de carne. Para el afio
2031, se estima que el consumo mundial de carne tendré un crecimiento del 15%, en comparacion
con el periodo base del estudio (OCDE/FAO, 2022).

En Costa Rica los estudios disponibles informan de un comportamiento similar al de los
paises en desarrollo. Especificamente para la oferta y demanda de la carne bovina, se encontr6 que
las variables del precio de productos sustitutos, el precio de los hidrocarburos y el ingreso (medido
a través del PIB) afectan su comportamiento, en el caso del PIB, por cada incremento de 1% per
capita en el pais, aumenta el consumo nacional de carne bovina en 0,09% (Solano Pereira et al.,
2021). Para el afio 2022, segtin datos de la Corporaciéon Ganadera CORFOGA, el consumo aparente
per capita para la carne de res fue de 13,1 kg, conformado por un 85,5% de carne nacional y el

restante 14,5% de carne importada (Salas, 2023).
3.1.2 Importancia de la reduccion del consumo de carne

e Impacto ambiental de la produccion de carne
A medida que la poblacion mundial crece y la demanda de alimentos de uso intensivo de
recursos naturales, como la carne y los productos lacteos, aumenta, se espera que el impacto
ambiental de la produccion de alimentos empeore (FAO, 2022). Parte de la problematica se debe a
las ineficientes tasas de conversion de energia y proteina de “alimento a alimento” de los productos

de origen animal, en la carne de res por ejemplo, solo el 1% de la energia bruta de la alimentacion



del ganado y el 4% de la proteina ingerida por este se transforman en calorias y proteinas
comestibles por el ser humano (FAO, 2022).

Ademas, se tiene evidencia de que los alimentos de origen animal ejercen mayor impacto
sobre los recursos naturales. Estudios indican que estos productos utilizan alrededor del 83% de
las tierras de cultivo del mundo y contribuyen al 56-58% de las emisiones de gases de efecto
invernadero (GEI) asociadas a la produccion de alimentos (FAO, 2022).

El uso excesivo de estas tierras, el sobrepastoreo y la falta de movilidad del ganado han
provocado la compactacion y la erosion del suelo, afectando la funcion de los suelos, el crecimiento
de las plantas y los servicios hidroldgicos. Este problema se intensifica con la creciente demanda
de carne, que ejerce presion en los recursos de aguas y suelos para la produccion intensiva de
piensos y forraje. Ademads, la concentracion de insumos y desechos de animales provoca un
aumento en el uso de combustibles fosiles, en la emision de metano y en la contaminacién del agua

por nutrientes y antibioticos (FAO, 2021a).

e Efectos en la salud del consumidor

Otro aspecto importante que considerar en relacion con la reduccion del consumo de carne
es el impacto de su ingesta en la salud de los consumidores. Como se conoce, la carne posee
importantes macro y micro nutrientes que cumplen funciones vitales en el crecimiento y el
desarrollo de los seres humanos, entre ellos proteinas de alto valor bioldgico que aportan los nueve
aminodacidos esenciales, vitaminas como la vitamina B12 y vitamina D, minerales como el hierro
y el zinc y 4acidos grasos (Wood, 2023). Sin embargo, en los tltimos afios se han incrementado los
estudios que relacionan el consumo de carne con diversas enfermedades como el higado graso no
alcoholico, enfermedades inflamatorias del intestino, obesidad, diferentes tipos de cancer,
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo II (Gehring, 2023; Libera et al., 2021).

En lo referente a las enfermedades cardiovasculares, que incluyen las enfermedades que
afectan el corazon y el sistema circulatorio, los estudios han indicado que, debido a su contenido
de grasa (especialmente de acidos grasos saturados y acidos grasos trans), el consumo de carne roja
y principalmente de productos carnicos como los embutidos, donde el contenido de grasa y sodio
suelen ser altos, puede aumentar el riesgo de padecer estas enfermedades. No obstante, los mismos
estudios aclaran que el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular depende de multiples

factores y que, en cuanto a la dieta, la recomendacion general mas que eliminar por completo el



consumo de carne, es equilibrar la dieta incluyendo el consumo de carne magra (Boada et al., 2016;
Gehring, 2023; Quesada & Gomez, 2019)

Para el caso del cancer, en el afio 2015 la Agencia Internacional de Investigacidén sobre
Cancer (IARC en inglés) clasifico el consumo de carne roja como probablemente carcindgeno para
los humanos (Grupo 2 A) y a la carne procesada como carcindgena para los humanos (Grupo 1),
esto basada en evidencia en humanos, en particular para el cancer colorrectal (Organizacion
Mundial de la Salud OMS, 2015). Para este padecimiento también se cuestiona que existen varios
factores dietéticos y de estilo de vida que pueden influir en su desarrollo y, por tanto, no se puede
afirmar que el consumo de carne roja sea la principal causa del cancer colorrectal (Hur et al., 2019).

Segun lo expuesto, se puede concluir que de manera general para el tema salud la
recomendacion es evitar la ingesta excesiva de carnes rojas y carnes procesadas y reducir su

consumo a un nivel adecuado para la salud, enriqueciendo la dieta con otros grupos de alimentos.

e Seguridad alimentaria

La seguridad alimentaria se alcanza cuando todas las personas, en todo momento, tienen
acceso fisico y econdémico a alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades
alimenticias y sus preferencias, con el objeto de llevar una vida activa y sana (PESA, 2011). El
informe El estado de la seguridad alimentaria y la nutricién en el mundo 2022 de la FAO/OMS
indica que en los ultimos afos la seguridad alimentaria se ha deteriorado. Se estima que de 720 a
811 millones de personas pasaron hambre en 2021 y aproximadamente el 30% de la poblacion
mundial se encontraba afectada por la inseguridad alimentaria moderada o grave, ya que carecian
de acceso regular a una alimentacion adecuada (FAO et al., 2022). Ademas, este informe preveé
que de cara al 2030 existan todavia 670 millones de personas que padezcan de hambre, lo que
dificulta alcanzar el objetivo de “hambre cero” propuesto como parte de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) por las Naciones Unidas para el afio 2030 (FAO et al., 2022).

Por otro lado, la malnutricion se sigue presentando en sus diversas formas alrededor del
mundo, llamando particularmente la atencion la prevalencia de la anemia en las mujeres entre 15
y 49 afios de edad, del sobrepeso infantil y de la obesidad en adultos. Ante estas problematicas, la
calidad de la dieta resalta como un elemento fundamental, por ello, la FAO y la OMS (2020) han
propuesto lo que denominan una dieta saludable sostenible que es aquella que promueve todas las
dimensiones de la salud y el bienestar de las personas y que a su vez tiene un bajo impacto

ambiental, es accesible, segura, equitativa y culturalmente aceptable. Dentro de las
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recomendaciones para establecer los componentes de una dieta saludable destaca incrementar el
consumo de alimentos variados de origen vegetal y evitar el alto consumo de carnes procesadas
(FAO y OMS, 2020).

A pesar de estas recomendaciones, los datos recientes sefialan que, en diferentes partes del
mundo, y de manera especial en América Latina y el Caribe, gran parte de la poblacion no puede
acceder a una dieta saludable. Para el afio 2020, el 42% de la poblacion mundial no pudo acceder
a una dieta saludable, en América Latina y el Caribe este porcentaje fue de del 22,5%, es decir 131
millones de personas, esto debido entre otros factores al elevado costo de este tipo de dietas, el
nivel de ingresos y la tasa de pobreza en esos paises (FAO et al., 2023).

Estos datos reflejan la urgencia de implementar medidas que mejoren la asequibilidad de
las dietas saludables, para con ello disminuir la prevalencia del hambre y las diversas formas de
malnutricion. El informe Panorama regional de la seguridad alimentaria y nutricional-América
Latina y el Caribe 2022: hacia una mejor asequibilidad de las dietas saludable, presenta como las
politicas orientadas a los productores de la region y la mejora en la diversificacion de la produccion
alimentaria hacia alimentos nutritivos puede reducir el costo de las dietas saludables (FAO et al.,

2023).
3.1.3 Nuevas tendencias de consumo: veganismo, flexitarianismo y vegetarianismo

Los consumidores se pueden dividir segun sus preferencias dietéticas en omnivoros
(consumen carne y lacteos con regularidad), flexitarianos (evitan la carne uno o mas dias de la
semana o solo comen carne ocasionalmente), vegetarianos (no consumen carne, pero si lacteos) y
veganos (se abstienen de consumir cualquier producto de origen animal). Debido a las
problematicas ambientales, de salud y de seguridad alimentaria antes expuestas existe un creciente
interés en la reduccion del consumo de carne y en la incorporacion de productos sustitutos, se prevé
una tasa de crecimiento anual del 14,5% para los sustitutos de la carne a nivel mundial para el
periodo 2020-2025 (Kerslake et al., 2022; van der Meer et al., 2023).

A pesar de esto, la transicion a una dieta sin carne no es sencilla, por lo que la dieta
flexitariana representa una buena opcion para reducir el consumo de carne y reemplazar al menos
algunas de las porciones de proteinas animales por proteinas de fuentes mas sostenibles. Para ello
es necesario en primer lugar informar mas al consumidor sobre la necesidad de reequilibrar los
alimentos de origen animal y vegetal en la dieta y ademdas elaborar opciones de proteinas

alternativas mas atractivas para los consumidores (Dagevos, 2021).
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3.2 Proteinas alimentarias

3.2.1 Generalidades

Las proteinas alimentarias son aquellas proteinas que satisfacen las necesidades
nutricionales de nuestro cuerpo, son digeribles, no son toxicas y tienen funcionalidad en los
sistemas alimentarios. Estas proteinas se derivan de alimentos de origen animal y vegetal, dentro
de las principales fuentes se encuentran las proteinas de la leche, de la carne, del huevo, cereales,
leguminosas y semillas (Haque et al., 2016a; Ustunol, 2014).

Los aminoacidos son la unidad base de las proteinas, estos compuestos organicos estan
formados por un carbono central, un grupo amino (NH2), un grupo carboxilo (COOH) y una cadena
lateral (R) que varia en cada aminoacido y le da caracteristicas particulares que los distinguen entre
si (Haque et al., 2016a). Existen gran variedad de aminoacidos en la naturaleza, de estos 20 forman
parte de las proteinas, al unirse en diferentes combinaciones mediante enlaces peptidicos forman
los polimeros conocidos como proteinas, las cuales tienen una estructura tridimensional definida.
Ademas, de estos aminoacidos, 9 se consideran aminoacidos esenciales (leucina, lisina, metionina,
histidina, fenilalanina, treonina, triptéfano, isoleucina y valina) debido a que no pueden sintetizarse
en nuestro cuerpo y, por tanto, deben obtenerse a través de la dieta (Nadathur et al., 2017).

Se conocen cuatro niveles estructurales en las proteinas, el nivel primario o estructura
primaria corresponde a la secuencia lineal de aminoacidos; seglin los aminoacidos presentes en la
cadena, el polimero puede organizarse mediante enlaces de hidrégeno en algunas estructuras
estables conocidas como hélices a, ldminas P y giros B, formando la estructura secundaria de la
proteina. Mediante enlaces de hidrogeno, enlaces disulfuro y las interacciones hidrofobicas el
polimero de aminoécidos se sigue compactando para formar una estructura tridimensional, su
estructura terciaria, que representa la estructura mas estable de las proteinas. En el caso de algunas
proteinas existe una estructura cuaternaria, en la que se unen mds de un polimero
(subunidades/monomeros) (Haque et al., 2016a; Ustunol, 2014).

Se utilizan diversas formas de agrupar las proteinas, en el Cuadro I se presentan los sistemas
de clasificacion mas comunes.

Cuadro 1. Sistemas de clasificacion de las proteinas.

Albuminas: solubles en agua y soluciones salinas diluidas.
Seglin su solubilidad _ ) )
Globulinas: poco solubles en agua, solubles en soluciones salinas

(Sistema de Osborne)
diluidas.
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Histonas: solubles en soluciones salinas acidas
Prolaminas: insolubles en agua y etanol puros, solubles en
mezclas de agua y etanol

Escleroproteinas: insolubles en agua y soluciones salinas

Simples: generan s6lo aminoécidos tras su hidrdlisis
Seglin su conjugacion | Conjugadas: tienen grupos no proteicos unidos a las moléculas

(glicoproteinas, fosfoproteinas, lipoproteinas y nucleoproteinas)

Fibrosas: forma de baston, fibrosas o filiformes
Segun su forma ‘ o
Globulares: forma compacta, esférica o elipsoidal

‘ Cataliticas, estructurales, reguladoras u hormonales, de
Segtin su funcion . . ‘ ‘
transporte, genéticas, inmunes, contractiles y de almacenamiento.

Completas: contienen todos los aminoacidos esenciales en las

Segun su valor proporciones requeridas por el ser humano
nutricional Incompletas: deficientes en uno o mas de los aminoacidos
esenciales

Fuente: (Nadathur et al., 2017).

A nivel nutricional las proteinas son uno de los tres macronutrientes que necesitamos
obtener de los alimentos. Estas macromoléculas tienen un papel esencial en el crecimiento y
desarrollo del cuerpo, ya que cumplen funciones criticas en la célula, tejidos, érganos y sistemas.
Se desempefian como hormonas, enzimas, transportadores, componentes del sistema inmune y
proporcionan al organismo de los aminodcidos para la sintesis de proteinas (Quesada & Gomez,
2019).

Ademas de su valor nutricional, las proteinas proveen a los alimentos propiedades
funcionales, es decir, propiedades fisicoquimicas y reologicas que pueden afectar el
comportamiento de un sistema alimentario durante su preparacion, procesamiento,
almacenamiento y consumo. Estas propiedades son esenciales para hacer que los alimentos sean
atractivos y agradables sensorialmente para su consumo, entre ellas destacan las propiedades de
hidratacion (solubilidad, retencién de agua e hinchamiento), de superficie (propiedades de
adsorcion, capacidad emulsificante y espumante) y su comportamiento reologico (gelificacion y

viscosidad) (Baigts, 2016). Estas propiedades se relacionan con la forma en que las proteinas
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interactuan con otras moléculas, asi como con el tamafio molecular, la estructura y la distribucion

de carga de las moléculas de la proteina (Day, 2013).
3.2.2 Fuentes alternativas de proteina

Como se mencion6 anteriormente, existen diversas fuentes de proteinas alimentarias, a lo
largo de los afios las fuentes que han predominado son las proteinas de origen animal (carne,
lacteos, huevo, pescado y mariscos) y las proteinas de origen vegetal (principalmente de cereales
como el trigo, arroz, y avena). Sin embargo, dada la necesidad antes expuesta de equilibrar el uso
de proteinas de origen animal y de buscar fuentes que respondan a las problematicas de
sostenibilidad, de salud y seguridad alimentaria que atraviesa el mundo, recientemente se han
estudiado diversas fuentes alternativas de proteina, algunos ejemplos de estas fuentes son las

proteinas de hongos, microalgas, leguminosas, semillas e insectos (Henchion et al., 2017).

3.3 Proteinas de origen vegetal

3.3.1 Generalidades

Las proteinas de origen vegetal son otra de las fuentes de proteina que se han utilizado a lo
largo de los afios como una alternativa y complemento a las proteinas de origen animal. Este grupo
es diverso y abarca varios grupos de alimentos como los cereales (arroz, trigo, maiz y cebada), las
leguminosas (soya, guisante, frijol, lentejas y garbanzo), los pseudocereales (amaranto, quinua y
trigo sarraceno), las semillas (chia, linaza y sésamo), almendras y nueces (Nadathur et al., 2017;
Sa et al., 2020).

De este gran grupo, la soya ha sido de las fuentes de proteina vegetal mas tradicionalmente
incorporadas en la dieta de muchas culturas en el mundo, se ha utilizado en diversos productos
tradicionales, como el tofu y el tempeh, y en la mayoria de las alternativas a los productos carnicos
debido a su alto contenido de proteina y su excelente desempefio en las propiedades funcionales,
que le permiten formar una textura semejante a los productos carnicos (Zhang et al., 2021).

En cuanto a la composicion nutricional, de manera general las fuentes de proteina vegetal
suelen tener deficiencia de algiin aminoacido esencial, por lo que se les considera proteinas
incompletas, las leguminosas, por ejemplo, son deficientes en los aminoacidos azufrados
(metionina y cisteina), y los cereales tienen bajos contenidos de lisina. Por esto, la recomendacion

es complementar la dieta basada en cereales con las leguminosas para asi tener un efecto sinérgico
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entre los componentes nutricionales y fitoquimicos de ambos (S4 et al., 2020; Saldanha do Carmo

et al., 2021).
3.3.2 Leguminosas-legumbres

Las leguminosas pertenecen a la familia botdnica Fabaceae e incluyen mas de 13 000
especies diferentes. Dentro de las leguminosas destaca un grupo que ha tomado gran importancia
como fuente de proteina alternativa y sostenible: las legumbres (pulses), este nombre hace
referencia a las semillas comestibles secas de las leguminosas, entre las mds conocidas se
encuentran diferentes tipos de frijoles, habas, guisantes, garbanzos y lentejas (Bessada et al., 2019).

Nutricionalmente, las legumbres son ricas en proteinas (hasta un 25-30% m/m),
carbohidratos, fibra dietética, vitaminas y minerales. Poseen cantidades importantes de
aminoacidos esenciales (leucina, lisina, arginina y acido aspartico). En las legumbres predominan
proteinas como las albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas que les brindan propiedades
funcionales como la capacidad de retencion de agua y aceite, formacion de espuma, emulsificacion
y gelificacion (Bessada et al., 2019; Saldanha do Carmo et al., 2021).

Las proteinas mas abundantes en las leguminosas son las globulinas, proteinas de
almacenamiento solubles en soluciones salinas y presentes entre un 70%-80% en las leguminosas,
de estas, las leguminas y las vicilinas estdn en mayor proporcion. Segin sus coeficientes de
sedimentacion (S), la legumina se conoce como 11S y la vicilina como 7S, ambas son oligoméricas,
las primeras normalmente forman hexameros, mientras que las globulinas 7S tipicamente forman
trimeros. En segundo lugar, en una proporcion del 10-20% se encuentran las albtiminas, proteinas
solubles en agua; estas incluyen los inhibidores de proteasa, las lectinas, los inhibidores de amilasa
y las proteinas enzimaticas. Finalmente, presenta entre un 10% y 20% de glutelinas, proteinas
solubles en acidos y bases diluidas. Las albliminas poseen mayor cantidad de lisina y aminoacidos
que contienen azufre, mientras que las globulinas son ricas en acido aspartico y acido glutdmico
(Carbonaro & Nucara, 2022; Tripathi, Iswarya, Rawson, et al., 2021; Venkidasamy et al., 2019).

Un aspecto importante que considerar en las leguminosas es su contenido de factores anti
nutricionales, estos compuestos disminuyen el aprovechamiento de sus nutrientes y pueden tener
efectos negativos, positivos o ambos en el cuerpo. Entre ellos se encuentran el acido fitico,
inhibidores de tripsina, compuestos fenodlicos, glucosidos productores de oxalato y cianuro,
lectinas, oligosacaridos de la familia de la rafinosa y saponinas; si bien estos compuestos pueden

afectar la biodisponibilidad y la digestibilidad de los nutrientes presentes en las leguminosas,
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también algunos de ellos se han denominado compuestos bioactivos que aportan beneficios a la
salud. Por ejemplo, la rafinosa, la estaquiosa y la verbascosa (de la familia de las rafinosas) se
consideran prebidticos ya que estimulan la actividad de bifidobacterias y lactobacilos en el colon.
Otros compuestos bioactivos presentes en los frijoles son los flavonoides, las antocianinas y los

carotenoides (Basso Los et al., 2018; Cominelli et al., 2022).

3.3.3 Beneficios de su consumo
Dentro de los beneficios de consumir proteinas de origen vegetal se encuentra su aporte
nutricional. Adicional a su alto contenido de proteina, estos alimentos son ricos en vitaminas del
complejo B como el folato, tiamina o niacina, minerales como el hierro, calcio, zinc, magnesio y
potasio, carbohidratos complejos y fibra. Ademas, tienen un bajo contenido de grasa, sodio y no
poseen colesterol (FAO, 2016).

Otro de los beneficios que se atribuyen al consumo de proteinas de leguminosas son sus
propiedades bioactivas, asociadas a algunos de sus factores anti nutricionales como las lectinas y
los inhibidores de proteasa, estos podrian tener efectos positivos como la prevencion del cancer,
prevencion y control de la obesidad, propiedades antiinflamatorias y reduccion de la hipertension.
También los compuestos fenodlicos presentes en las legumbres han presentado una fuerte actividad
antioxidante (Bessada et al., 2019).

A nivel ambiental, el consumo de proteina de origen vegetal también presenta ventajas, se
estima que las emisiones de gases de efecto invernadero, el uso de tierra y el consumo de agua son
significativamente menores en comparacion con la produccion animal; dependiendo del producto,
las alternativas a la carne con proteina de origen vegetal utilizan entre un 47-99% menos de tierra,
un 72%-99% menos de agua y emiten entre 30%-90% menos de gases de efecto invernadero
(Rajpurohit & Li, 2023; The Good Food Institute, 2019).

El cultivo de legumbres en particular tiene un papel muy importante en los ecosistemas
agricolas. Gracias a su relacion simbiotica con los microorganismos del suelo como Rhizobium y
Bradyrhizobium, las raices de estas plantas tienen la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico en la
tierra, esto mejora la disponibilidad de nutrientes del suelo reduciendo asi el uso de fertilizantes
nitrogenados y beneficiando los cultivos aledafios o posteriores con un mejor rendimiento. Estos
cultivos ademds son resistentes a situaciones climaticas complejas como las sequias y las

inundaciones, por lo que se presentan como una alternativa para enfrentar el cambio climatico

(FAO, 2016, 2021b; Rajpurohit & Li, 2023).
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3.3.4 Legumbres sujetas a estudio
Existe un grupo de granos subutilizados de la regidon neotropical que han cobrado
importancia en los tltimos afos debido al renacer de habitos de consumo tradicionales, problemas
asociados con la salud y la adaptabilidad de estos cultivos a condiciones ambientales particulares
(Acuna-Gutiérrez et al., 2019). Entre ellos se encuentran los seleccionados para este estudio, el
frijol Cabécar (Phaseolus vulgaris), el frijol Mantequilla o Lima (Phaseolus lunatus), el frijol Cuba

(Phaseolus coccineus) y el gandul (Cajanus cajan).

Gandul (Cajanus cajan)

El gandul (Cajanus cajan) es una leguminosa originaria de la parte oriental de la India,
conocida como garbanzo rojo, Arhar o Tur, y cultivada desde hace mas de 3500 afios; su cultivo
se ha extendido por diversos paises de Africa, Asia y América, especialmente en paises como
Puerto Rico, Republica Dominicana y Panama, donde se conoce como frijol de palo. En Costa Rica
en los ultimos anos se ha trabajo en reanimar su cultivo, introduciendo diferentes variedades de
esta especie en la zona de San Carlos, entre las que destacan la Catie (variedad negra), Criolla
(variedad color crema) y Panamé (variedad color crema mezclada con negro) (Andrés Jiménez,
2013; Talari & Shakappa, 2018).

El gandul es un arbusto que alcanza una altura de hasta 5 metros, sobresale como una
especie resistente a plagas y condiciones climatoldgicas adversas, con un bajo requerimiento de
agua, y capacidad para adaptarse a diferentes condiciones de suelo y altura. Ademas, gracias a su
raiz penetrante y profunda es utilizado para descompactar suelos y fijar nitrégeno en simbiosis con
bacterias nitrificantes. Se caracteriza por sus flores amarillas con rayas cafés o pardas y frutos
(vainas) verdes amarillentas al madurar, con granos o semillas de diversos colores segun la
variedad (Gonzalez et al., 2016).

En cuanto a su composicion nutricional, el gandul posee un contenido de proteina que varia
entre el 20,0% y el 28,8% dependiendo de la variedad, de 51,4% a 58,8% de carbohidratos, de
1,2% a 8,1% de fibra y entre 0,6% y 3,8% de lipidos. Como en la mayoria de las leguminosas, la
fraccion de proteinas predominantes en el gandul son las globulinas, que representan del 50%-72%,
seguidas de las albiminas con un 15%-27%, y en menor porcentaje las prolaminas y glutelinas,
que se encuentran principalmente en la cascara de la semilla. Estas proteinas son deficientes en
aminoacidos que contienen azufre (metionina y cisteina), pero destaca en su contenido de otros

aminodacidos esenciales, Syed et al. (2022) reportan valores de 8,5% de leucina, 8,7% de treonina,
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6,2% de lisina, 4,6% de isoleucina, 3,5% de histidina, 3,9% de treonina y 4,3% de valina. Respecto
a los micronutrientes, el gandul aporta vitaminas hidrosolubles como la tiamina, riboflavina y
niacina, y sobresale como fuente de vitamina C, para esta vitamina reporta valores de hasta
43mg/100g, superiores a los reportados para la mayoria de las leguminosas. Ademas, contiene
minerales como el fosforo, magnesio, hierro, calcio y potasio (Talari & Shakappa, 2018; Tripathi,

Iswarya, Rawson, et al., 2021; Tripathi, Iswarya, Singh, et al., 2021).

Frijol Cabécar (Phaseolus vulgaris L)

El frijol Cabécar es una variedad de grano rojo del llamado frijol comun (Phaseolus
vulgaris), esta variedad se siembra en el pais desde el afio 1999 cuando fue introducida en el Ensayo
Centroamericano de Adaptacion y Rendimiento (ECAR rojo), que durante cuatro afios evalud su
potencial de rendimiento, resistencia a enfermedades y otros criterios agrondmicos. Este frijol
posee un grano color rojo claro brillante, flor blanca, vainas verdes que se tornan color crema
cuando alcanzan su madurez. Su cultivo se centra en las regiones Huetar Norte y Brunca,
principalmente en los cantones de La Cruz, Upala, Los Chiles, Pérez Zeledon y Buenos Aires
(Araya & Hernandez, 2007; Hernandez, 2009).

Respecto a su composicion, destaca su contenido de proteina que se encuentra en un rango
de 16% -27%, carbohidratos 56-77% (principalmente almidon y fibra insoluble) y grasa promedio
entre 3,03% y 6,7%; ademas, tiene un alto contenido de minerales (Zn, Ca, Fe y K), vitaminas del
grupo B y otros fitoquimicos (Acufia-Gutiérrez et al., 2019; Mencia Guevara et al., 2020). Como
en el resto de las leguminosas, las principales proteinas en los frijoles son las albuminas y
globulinas (proporcion 1:3), en este caso en particular predomina la faseolina, globulina que
representa el 50% del contenido total de proteinas en el frijol (Carbonaro & Nucara, 2022; Shevkani
et al., 2019).

En Costa Rica el frijol es uno de los granos basicos mas importantes en la dieta, si bien es
un cultivo ampliamente conocido y producido en el pais, en los tltimos afios la produccion nacional
abastece solamente entre el 20-25% del consumo interno y la cantidad de productores ha
disminuido drasticamente. Esto se atribuye a las politicas de apertura comercial que han permitido
la importacion de frijol a mas bajo costo por parte de grandes cadenas de distribucion y, por tanto,

el desplazamiento de pequefios productores locales (Mencia Guevara et al., 2020).
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Frijol Mantequilla (Phaseolus lunatus)

El frijol Mantequilla, también conocido como frijol Lima, Frijolillo, frijol Azucarero Haba
Pallar o frijol Caballero es una de las especies mas distribuidas del género Phaseolus en el mundo,
se cultiva en areas tropicales y subtropicales, en varios paises de América, principalmente en
América del Sur, y en algunos paises de Europa, Asia y Africa (Lopez-Alcocer et al., 2016). En
Costa Rica, se encontrd que esta especie es una de las especies de frijol silvestre mas antiguas
domesticada por nuestros aborigenes, crece desde el nivel del mar y hasta 2000 metros de altura,
esto le permite sobrevivir en una gran variabilidad de climas y ambientes. Ademas, esta especie
posee un sabor similar a la especie Phaseolus vulgaris, que es la més consumida en el pais, y una
textura cremosa que la caracteriza (Agencia Iberoamericana para la Difusion de la Ciencia y la
Tecnologia (DICYT) & Universidad de Costa Rica (UCR), 2014).

Dentro de esta especie se encuentran numerosas variedades, que incluyen variedades
silvestres y domesticadas, por lo que las caracteristicas de la planta y sus frutos son diversas.
Presenta vainas planas, con forma de medialuna, que poseen de dos a cuatro semillas, estas semillas
varian ampliamente en forma, color y tamano; incluyen frijoles pequefios y grandes, de formas
semejantes a un rindn, globulares u ovaloides y colores como el blanco, café, verde, violeta, negro
y negro punteado (Temegne et al., 2021). La variedad empleada en este estudio es de tamafio y
forma similar al frijol comun y color café claro.

Al igual que para otras leguminosas, se ha encontrado que el frijol mantequilla tiene un
buen perfil nutricional, su composicidn oscila segun la variedad entre 14,26%-26,02% de proteina,
50,44%-77,39% de carbohidratos, 0,21%-3,12% de grasa y 2,35%-6,12% de cenizas. Las
principales proteinas de esta especie son las globulinas, las glutelinas y las albuminas. Se considera
rica en aminoacidos esenciales como la lisina, leucina, valina y fenilalanina, pero deficiente en

otros como la metionina y la cisteina (Adebo, 2023; Palupi et al., 2022).

Frijol Cubéa (Phaseolus coccineus)

El frijol Cuba, conocido como frijol Acoyote y frijol Escarlata en otros paises, es una de las
cinco especies del género Phaseolus, es originario de las zonas templadas de Mesoamérica,
especificamente del sur de México y zonas altas de Guatemala. Esta especie se caracteriza por su
llamativa flor color rojo o morado y por soportar climas mas frios que las otras especies de este
género. Es una planta trepadora, perenne, que generalmente se cultiva a pequefa escala como

cultivo anual, asociada a otros cultivos como el de maiz; produce vainas largas y planas con
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semillas grandes y redondas que varian de color segun la variedad, se encuentran semillas negras,
amarillas, moradas, cafés, cremas o blancas (Guerra-Garcia et al., 2017; Schwember et al., 2017).

En lo referente a su composicion, los estudios disponibles reportan diferentes valores
dependientes de la variedad agrondmica, la zona y otras variables del cultivo (suelo, fertilizacion,
tiempo de cosecha). En general se reportan valores para el contenido de proteinas entre 18% y 24%,
de 2% a 4% de lipidos, entre 5% y 15% de fibra, de 4% a 5% de cenizas y entre 60% a 70% de
carbohidratos (Alvarado-Lopez et al., 2019; Corzo-Rios et al., 2020; Teniente et al., 2016). Como
en el resto de las leguminosas las principales proteinas son las de almacenamiento, especialmente
la vicilina y la legumina. Respecto a los aminoécidos, se reportan seis aminoacidos esenciales, la
leucina es la de mayor concentracion (17,4 a 18,4 g/kg), mientras que la cisteina y la metionina son
los aminoacidos en menor proporcion (2,3 y 2,8 g/kg respectivamente) (Alvarado-Lopez et al.,
2019). Ademas de su aporte de macronutrientes, el frijol Cuba posee considerables cantidades de
micronutrientes como vitaminas del grupo B y minerales como el fosforo (342,27 mg/100g) y

calcio (145,21mg/100g) (Mosisa, 2017).

3.4 Extractos de proteina vegetal
3.4.1 Métodos de extraccion

Para el aprovechamiento de las fuentes alternativas de proteinas se han estudiado diversos
métodos de extraccion que pueden dividirse en métodos convencionales y métodos no
convencionales (ver Figura 1). Los métodos convencionales pueden separarse a su vez en
extraccion en seco y extraccion humeda, que incluye la extraccion quimica con disolventes
alcalinos y/o acidos, el uso de enzimas y el uso de soluciones salinas. La extraccion de proteinas
generalmente incluye pasos previos como la molienda, el descascarado y el desengrasado para

preparar la harina del material del que se van a extraer las proteinas (Eze et al., 2022).
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Pretratamientos
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-Extraccion asistida por ultrasonido

-Extraccién quimica .
q -Extraccion  asisitida por altas

-Extraccién asistida por enzimas presiones hidrostaticas
-Extraccion  con  soluciones -Campo eléctrico pulsado
salinas

Figura 1. Métodos de extraccion de las proteinas de fuentes alternativas.
Fuente: (elaboracion propia).

El método mas utilizado para extraer las proteinas de materiales vegetales es la extraccion
quimica alcalina, esto se debe a su bajo costo, rapidez y simplicidad. Este método consiste en
dispersar la materia vegetal en agua, para generar una solucion de proteina y granulos de almidon,
luego se aumenta el pH a condiciones fuertemente alcalinas (pH 8-11) utilizando hidréxido de
sodio (NaOH) o hidroxido de potasio (KOH) para romper los enlaces disulfuro, solubilizar las
proteinas y separarlas de la materia insoluble que se elimina por sedimentacion, centrifugacion o
filtracion. Posteriormente, se ajusta el pH de la solucién agregando un acido como el acido
clorhidrico (HCI) para alcanzar el punto isoeléctrico de las proteinas, este corresponde al valor del
pH en el cual se reduce la carga neta de la superficie, disminuye la repulsion electrostatica, y por
tanto las proteinas presentes precipitan (en el caso de las leguminosas el PI se encuentre entre 4,0
y 4,8). Finalmente, las proteinas precipitadas se recuperan por filtracion o centrifugacion y se secan

mediante secado por aspersion o liofilizacion (Eze et al., 2022; Hadidi et al., 2023).
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3.4.2 Métodos de secado

Una vez se ha realizado la extraccion de la proteina, generalmente se procede a secar el
extracto para la obtencién de un extracto en polvo que permita su aprovechamiento como
ingrediente en las diferentes aplicaciones alimentarias y facilite su almacenamiento prolongado y

estable. Dos de los métodos mas utilizados son el secado por aspersion y la liofilizacion.

Secado por aspersion

El secado por aspersion o atomizacion consiste en deshidratar pequenas gotas del sustrato
atomizadas en un medio con aire caliente, convirtiéndolas en finas particulas sélidas. El proceso
de secado consta de cuatro pasos, la atomizacion del liquido de alimentaciéon en la camara de
secado, el contacto entre el liquido atomizado y la corriente de aire caliente, la deshidratacion de
las gotas y la separacion del producto pulverizado (ver Figura 2). El principal mecanismo presente
en el secado por aspersion es la transferencia convectiva de calor y masa, la diferencia de
temperatura entre la superficie de la gota y el aire caliente impulsa su calentamiento, a la vez, la
deshidratacion de la gota esta impulsada por la diferencia de humedad entre la superficie de la gota
y el aire caliente, a medida que la gota pierde humedad el soluto dentro se solidifica formandose

una particula solida (Selvamuthukumaran et al., 2019; Woo & Bhandari, 2013).

(1) Entrada de la solucion de
alimentacion

(2) Tobera de atomizacion
(3) Entrada de aire

(4) Cilindro de pulverizacion

(5) Vaso de recoleccion del
producto

(6) Ciclon para separar las
particulas de producto
pulverizado

(7) Filtro de salida

Figura 2. Representacion del proceso de secado por aspersion.

Fuente: (Biichi Switzerland, s/f).
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Este método de secado es uno de los mas empleados en la industria de alimentos, se utiliza
para el secado continuo de gran variedad de productos como la leche en polvo, el suero o caseina
en polvo, huevo en polvo, féormulas infantiles, café instantaneo, sopas instantaneas, entre otros. Las
principales ventajas son sus bajos costos operativos, su rapidez y la posibilidad de controlar el
tamafio y estructura de las particulas en polvo. Tiene desventajas como que la calidad y
funcionalidad de la proteina puede verse afectada durante la produccion por la temperatura de

secado (Ozdemir et al., 2022).

Liofilizacion

La liofilizacion es un proceso de deshidratacion que se distingue por realizar la sublimacion
del agua del alimento a deshidratar. Para ello, el primer paso consiste en congelar el alimento,
luego, se reduce la presion que rodea el alimento hasta presiones por debajo del punto triple del
agua (811,73Pay 0,01°C) y se aumenta levemente su temperatura, esto provoca la sublimacion del
hielo que se convierte en vapor de agua y pasa a través del alimento hasta la cdmara de secado,
donde se elimina condensandolo en serpentines de refrigeracion. Durante la liofilizacion ocurren
dos procesos de secado, el secado por sublimacion, conocido como secado primario, y el secado
por desorcion, al que se le llama secado secundario; durante la sublimacion se forma un frente de
sublimacion que comienza en la superficie del producto y avanza hacia el centro de este formando
una capa porosa del material por donde escapa el vapor de agua del alimento. Una vez se ha
sublimado por completo el hielo, el agua no congelada se elimina del alimento mediante la
adsorcion que ocurre a través de la capa porosa formada en el secado primario, en este proceso se
aumenta la temperatura de la superficie (Bhushani & Anandharamakrishnan, 2017; Fellows, 2016;
Ratti, 2013).

La liofilizacion es el método de secado mas utilizado a nivel de estudios en laboratorio,
tiene la ventaja de minimizar el dafio térmico de las proteinas durante el secado, pero presenta el
inconveniente de ser un proceso por lotes, con elevados costos de operacion y alto consumo de
energia. A nivel industrial se usa para la deshidratacién de alimentos de alto valor, en los que
interesa preservar aromas o texturas, por ejemplo, hongos, hierbas o frutas deshidratadas. También

se usa para la produccion de enzimas y cultivos microbianos (Dong et al., 2024; Fellows, 2016).
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3.4.3 M¢étodos para la caracterizacion de los extractos de proteina
Para la caracterizacion de los extractos de proteina se determinan propiedades que influyen
en su calidad y estabilidad. Entre ellas el contenido de proteina, la humedad, la actividad de agua,

el color y los rendimientos de extraccion y secado.

Contenido de proteina

El contenido de proteina es de vital importancia para la caracterizacion del extracto de
proteina, segin su contenido de proteina los extractos pueden clasificarse en concentrados o
aislados de proteina. Los concentrados de proteina son aquellos cuyo contenido de proteina se
encuentra desde un 65% hasta un 90%, por su parte, los aislados de proteina tienen un contenido
de proteina superior al 90% (Poji¢ et al., 2018).

Para la cuantificacion del contenido de proteina de los alimentos se pueden utilizar diversos
métodos, tanto directos como indirectos. Para la determinacion directa de proteinas se utiliza el
analisis del contenido total de aminoacidos mediante hidrélisis y cuantificacion por HPLC, el
contenido de proteinas se calcula como la suma de los residuos de aminoacidos individuales. Los
métodos mas utilizados son los métodos indirectos, entre los mas comunes se encuentran el método
Kjeldahl y el método Dumas, en el método Kjeldahl el nitrogeno se libera en un acido fuerte y el
contenido se mide después de la neutralizacion y valorizacion. En el método Dumas, el nitrégeno
se libera por combustiéon y se determina con un detector de conductividad térmica. Tras la
determinacion del nitrogeno total se utiliza un factor de conversion de 6,25 para estimar el
contenido de proteina total (Mahre et al., 2018).

También se han desarrollado otros métodos como el de Biuret, Bradford y Lowry, métodos
espectrofotométricos que miden la absorbancia de compuestos coloreados formados tras la
reaccion de la proteina con compuestos especificos de cada método. En el caso del método de
Lowry, seleccionado para este estudio, los residuos fendlicos de los aminoacidos presentes en las
proteinas reaccionan en medio alcalino con sales de tartrato de cobre (I), este complejo entra en
contacto con el reactivo de Folin-Ciocalteau generando un complejo de color azul oscuro. Este
complejo coloreado se mide espectrofotométricamente, siendo la intensidad de color proporcional
a la concentracion de proteinas (CITA, 2020; Hayes, 2020).

Humedad
La humedad es una medida del contenido de agua total de un alimento, que puede

expresarse como la masa de agua entre la masa del alimento seco (humedad en base seca) o como
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la masa de agua entre la masa total del alimento (humedad en base hiimeda). La humedad es un
factor critico en los alimentos, especialmente en alimentos en polvo ya que influye en otras
propiedades como la cohesividad y puede provocar defectos en la calidad por el apelmazamiento
de estos (Fitzpatrick, 2013).

En cuanto a su determinacion existen tanto métodos directos como indirectos, en los
directos se mide el contenido de humedad sin intermediarios, estos métodos se prefieren para la
caracterizacion de muestras de alimentos por su precision y reproducibilidad. Dentro de estos se
encuentra el método gravimétrico que consiste en pesar la muestra antes y después de un periodo
de secado a temperaturas entre 102°C y 110°C hasta que la masa de la muestra se vuelve constante,
con esto se pretende eliminar mediante evaporacion la humedad del alimento, para posteriormente
calcular el contenido de agua como la diferencia entre ambas masas (Fitzpatrick, 2013; Vera

Zambrano et al., 2019).

Actividad de agua

La actividad de agua o A, de un alimento indica la intensidad con la que el agua se asocia
con la matriz alimenticia, se define como la presion de vapor parcial de agua en una solucién
dividida por la presion de vapor parcial de agua pura a la misma temperatura. Esta propiedad se
relaciona con la calidad de los alimentos ya que influye en gran cantidad de procesos como la
textura, el crecimiento de microorganismos, el pardeamiento no enzimatico, la actividad
enzimatica y la oxidacion de lipidos; el Aw se encuentra entre 0 y 1, los alimentos con menor Ay
presentan mayor vida Util ya que el agua disponible para los procesos antes mencionados es menor
(da Silva Oliveira et al., 2019).

Hay variedad de métodos para la determinacion de la actividad de agua, el higrometro,
manometro, punto de rocio, depresion del punto de congelacion, termopar y psicrometro. De estos
la técnica de punto de rocio en un analizador eléctrico es muy empleada a nivel de laboratorio por
su alta precision y reproducibilidad. Esta técnica se basa en la determinacion de la temperatura a la
que se produce la primera condensacion del vapor de agua de un alimento, que ocurre cuando el
contenido de agua de la muestra alcanza el equilibrio con el vapor de agua en el espacio de la
camara de la muestra, al mismo tiempo se mide la temperatura de la muestra y con esto el equipo

calcula la actividad de agua (da Silva Oliveira et al., 2019).
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3.4.4 M¢étodos para la determinacion de la funcionalidad nutricional y tecnologica

En el estudio de los extractos de fuentes alternativas de proteinas se utilizan pruebas que
permiten determinar su funcionalidad practica mediante la determinacion de las caracteristicas
fisicas y quimicas que definen la forma en que las proteinas se comportan en los alimentos durante
su procesamiento, almacenamiento, distribucion y consumo, estas caracteristicas se conocen como
propiedades tecno-funcionales e incluyen la solubilidad, capacidad de retencion de agua y aceite,
gelificacion, formacion y estabilidad de la espuma, reologia y propiedades emulsionantes. Ademas,
a nivel nutricional se incluyen pruebas como el perfil de aminoécidos y la determinacion de la

digestibilidad in vitro (Bessada et al., 2019).

Digestibilidad in vitro

La digestibilidad de las proteinas es una propiedad de gran relevancia ya que influye
directamente en su calidad, es decir, en su capacidad de satisfacer las necesidades nutricionales del
cuerpo. La digestibilidad se define como el porcentaje de las proteinas ingeridas que se absorbe en
el tracto digestivo, para que ocurra la digestion de las proteinas intervienen varias enzimas
proteoliticas; en el estbmago en condiciones acidas actia la pepsina y a pH mas basicos actan la
tripsina y quimotripsina, estas enzimas digieren las proteinas mediante la hidrélisis de sus enlaces
peptidicos, convirtiéndolas primero en oligopéptidos y posteriormente en los aminodcidos que las
componen (Misquitta et al., 2023).

Para determinar la digestibilidad se han estudiado diversos métodos, destacan la puntuacion
de aminoacidos corregida por la digestibilidad (PDCAAS, por sus siglas en inglés) y mas
recientemente la puntuacion de aminoacidos indispensables digestibles (DIAAS), que incluye
datos sobre la digestibilidad ileal de cada aminoacido, y se determina en modelos animales y
humanos. De manera alternativa se realizan determinaciones in vitro, ya que representan métodos
mas econdmicos, rapidos y faciles de aplicar, para esto se usan enzimas en condiciones
gastrointestinales simuladas (Bessada et al., 2019; Misquitta et al., 2023).

Existen varios factores que pueden afectar la digestibilidad de las proteinas entre ellos el
pH, la temperatura, las condiciones de fuerza idnica y la matriz del alimento. También influyen la
secuencia de aminoacidos y las caracteristicas estructurales de las proteinas, asi como otros
componentes que pueden interferir en el proceso digestivo, por ejemplo, los polifenoles, los

inhibidores de enzimas y los carbohidratos estructurales (Jiménez-Munoz et al., 2021).
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Solubilidad

La solubilidad de la proteina mide su capacidad para disolverse en determinado disolvente,
esta caracteristica depende principalmente de la polaridad y tamafo de las moléculas, y de la
composicion de aminoacidos polares y no polares en la superficie de estas, lo que a su vez influye
en las interacciones proteina-proteina y proteina-disolvente. Esta propiedad se ve afectada por
diversos factores como la temperatura, el pH, tipo de disolvente y fuerza idnica. Se ha estudiado
que a valores de pH cercanos a su punto isoeléctrico (pH 4-6 en el caso de las legumbres), cuando
la carga neta es nula y disminuyen las repulsiones electrostaticas, las proteinas son menos solubles
y precipitan, mientras que conforme se alejan de estos valores hacia pH mas acidos o alcalinos
aumenta su solubilidad. Para su determinacioén generalmente se disuelve una cantidad conocida de
proteina en agua destilada y se ajusta el valor de pH afiadiendo HC1 o NaOH segun corresponda,
se incuba determinado tiempo, se centrifuga y se evalua el contenido de proteina en el sobrenadante
(Bessada et al., 2019; Hadidi et al., 2023; Rajpurohit & Li, 2023).

Esta propiedad tecno-funcional es de gran importancia ya que esta relacionada con otras
como la emulsificacion, gelificacion y la formacion de espuma, ademas influye en la textura, color
y otras propiedades sensoriales del alimento, por lo que afecta directamente en el valor del extracto
de proteina como ingrediente alimentario. La fuente de la proteina, el método de extraccion, el tipo
de secado, el tratamiento térmico y otras operaciones en el procesamiento pueden afectar la
solubilidad de las proteinas y, por tanto, su funcionalidad en los sistemas alimentarios (Kiosseoglou

et al., 2020).

Capacidad de retencion de agua vy aceite

La capacidad de retencion de agua y aceite se define como la maxima cantidad de agua o
aceite, respetivamente, que puede absorber la proteina por unidad de masa. Para su determinacion
se dispersa una cantidad conocida de proteina en polvo en agua o aceite y se mezcla vigorosamente,
después se centrifuga y se elimina el exceso de agua y aceite. La diferencia de masa entre la muestra
sola y la muestra posterior a la prueba proporciona la cantidad de agua o aceite retenida por la
proteina, finalmente se expresa la capacidad de retencion como los g de agua o aceite/g de proteina.
Este valor es de utilidad para la determinacion de la funcionalidad tecnolédgica de los extractos de
proteina y su aplicacion en los productos, ya que afecta caracteristicas como la jugosidad y
capacidad de coccion. Ademads, juegan un papel importante en la textura, sabor y otras propiedades

sensoriales de los alimentos (Haque et al., 2016a; Rajpurohit & Li, 2023).
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La capacidad de retencion de agua y aceite puede variar dependiendo de la fuente de la
proteina, su contenido de proteinas, su composicion de aminodcidos, el tamaifio y porosidad de la
molécula y la diversidad de grupos polares y no polares en su superficie. También otros factores
como el pH, temperatura, fuerza idnica, el método de extraccion de la proteina y el procesamiento
del alimento en el que se aplica pueden afectar la composicion de la superficie de la proteina y por

tanto su capacidad de retener aceite o agua (Hadidi et al., 2023; Rajpurohit & Li, 2023).

Propiedades emulsionantes

Las proteinas gracias a la presencia de aminoécidos hidrofilicos e hidrofobicos actiian como
emulsionantes, es decir, moléculas con la capacidad de participar en la formacion de emulsiones y
en la estabilizacion de la interfaz agua/aceite. Al estar en una emulsion las moléculas de la proteina
se realinean de manera que los grupos hidrofobicos penetran en las gotas de aceite y los grupos
hidrofilicos se extienden hacia la fase acuosa, formando una pelicula alrededor de las gotas de
aceite que reduce la tension interfacial y actuia como barrera oponiéndose a los procesos de
desestabilizacion como la floculacion, la coalescencia y la sedimentacion. Para evaluar las
propiedades emulsionante se utilizan los indices de actividad y estabilidad emulsionante, el indice
de actividad emulsionante mide el 4rea de superficie méxima de la emulsion por unidad de proteina
y el indice de estabilidad mide la resistencia de la emulsion durante un tiempo especifico, esto se
determina mediante la medicion de la turbidez en un tiempo fijo y a condiciones especificas de pH
y temperatura (Aryee et al., 2018; Haque et al., 2016b; Kiosseoglou et al., 2021).

Las propiedades emulsionantes de la proteina dependen de sus caracteristicas moleculares
como el tamafio, la solubilidad y la hidrofobicidad de su superficie. También estan fuertemente
influenciadas por las condiciones ambientales del alimento donde se aplica, especialmente por el
pH, la fuerza i6nica y la temperatura, y por la presencia de otros componentes como iones

minerales, polifenoles, lipidos y polisacaridos (Hadidi et al., 2023).

3.5 Productos analogos de la carne
Los productos analogos de la carne son aquellos que imitan la textura, apariencia, sabor y

caracteristicas nutricionales de los productos céarnicos, pero estdn formulados con proteinas no
carnicas. Para la elaboracion de estos productos se emplean las fuentes de proteinas alternativas, a
saber, las legumbres, cereales, micoproteinas y proteinas de alga; siendo actualmente la proteina

de soya, el gluten de trigo, la proteina de guisante y las micoproteinas las fuentes mas utilizadas.
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Se han desarrollado variedad de productos andlogos de la carne como nuggets, hamburguesas,
salchichas, albondigas, carne molida y filetes (Rajpurohit & Li, 2023; Sun et al., 2021).

Los principales componentes de los andlogos de carne son agua, proteinas vegetales
texturizadas, proteinas no texturizadas, grasas, aromas, agentes aglutinantes o extensores (como
hidrocoloides y almidones) y colorantes. Cada uno de estos ingredientes cumple una funcion
importante en la formulacion: la proteina es esencial a nivel nutricional y funcional, la proteina
texturizada aporta a la textura, apariencia y sensacion en boca, el agua aporta jugosidad y actia
como plastificante, la grasa influye en el sabor, color y textura, los agentes aglutinantes actian en
la retencion de agua, la textura y las propiedades emulsionantes, y los saborizantes y colorantes
ayudan en la apariencia y sabor del producto (Kyriakopoulou et al., 2019).

En la elaboracion de los productos andlogos de la carne, ademds de considerar la
formulacion, se utilizan operaciones fisicoquimicas o tecnologicas que ayuden a imitar la estructura
y textura de los productos cérnicos A nivel fisicoquimico se realiza la estructuracion y gelificacion
de mezclas de biopolimeros y a nivel de proceso se utilizan técnicas como la extrusion, el hilado y

el flujo de cizallamiento (Rajpurohit & Li, 2023).

3.5.1 Salchicha a base de proteina vegetal

Gracias a su sabor y conveniencia las salchichas son uno de los embutidos més consumidos
a nivel mundial, tradicionalmente se elaboran combinando grasa con carne de res finamente picada
para formar una emulsion. Sin embargo, debido principalmente a motivos ambientales y de salud,
la industria alimentaria estd innovando en opciones mas sostenibles y saludables desarrollando
productos reducidos en carne o sin carne incluyendo proteinas vegetales, como por ejemplo
embutidos tipo emulsion de origen vegetal ricos en proteina y bajos en grasa. La soya ha sido de
las fuentes de proteina vegetal mas estudiadas y empleadas en los sustitutos de carne, también se
han utilizado otras fuentes como la proteina de frijol mungo, guisantes, mani, trigo, arroz y arveja

(Mazumder, Sujintonniti, et al., 2023; Samard & Ryu, 2019).

3.5.2 Oferta en el mercado
El mercado de productos andlogos esta en crecimiento, se prevé que alcance los 15700
millones de dolares en el 2027, esto gracias a diversos factores como el aumento en la poblacion
vegana y flexitariana y en la conciencia sobre los beneficios para la salud, ademas del incremento
de la inversion por parte de las organizaciones gubernamentales y de los principales gigantes de la

industria alimentaria en paises de Europa y Estados Unidos, donde destacan empresas como
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Impossible foods, Morning Star Farms y Beyond meat (Markets and Markets, 2022; Yuliarti et al.,
2023).

En Costa Rica, un estudio reciente realizado por Flores (2022) sefala que la oferta de
proteinas alternativas es mayoritariamente importada de Estados Unidos y Reino Unido, tan solo
10% de la oferta de este tipo de productos es nacional. Dentro de estos productos predomina la
soya como la fuente de proteina vegetal utilizada, y la mayoria de los productos son alternativas a
los embutidos y productos a base de res, especificamente tortas de hamburguesas y salchichas.
Algunas de las opciones de salchichas andlogas son las de la marca Beyond Meat, salchichas de
desayuno en su presentacion original, estilo Brat, italiana y picante, salchichas de desayuno vegana
de las marcas Gardein y Morning Star Farm, salchicha vegana de la marca Soyalight (inica marca
nacional), la salchicha vegana The Meatless Farm Co y las salchichas veganas estilo italiana, jumbo
y con pesto y albahaca de la marca Tofurky. De estas tinicamente la salchicha de The Meatless

Farm Co tiene como fuente de proteina los guisantes, las demads son a base de soya.

3.5.3 Retos a nivel tecnoldgico, nutricional y sensorial

A pesar de los avances en la produccion de andlogos de productos carnicos a base de
proteina vegetal existen algunos retos en su elaboracion. El principal reto de estos productos es
lograr una textura, apariencia y sabor que emulen a los de los productos carnicos y sean aceptables
para el consumidor. En cuanto al sabor, las leguminosas se caracterizan por la presencia de sabores
desagradables, sabores fuertes, amargos y astringentes, que se atribuyen a la peroxidacion de acidos
grasos insaturados por la lipoxigenasa y a la presencia de compuestos como isoflavonas, aldehidos,
alcoholes, cetonas, y saponinas, para enfrentar este desafio se agregan a la formulacion ingredientes
que enmascaren los sabores desagradables, por ejemplo especias para sabores italianos, pimientos
para productos picantes o bien condimentos sabor carne; también se aplican otros tratamientos de
previo o durante la extraccidon de la proteina para disminuir los sabores desagradables tales como
el desengrasado, la fermentacion, la germinacion y tratamientos térmicos a la leguminosas (Ismail
& Huda, 2022; Munialo et al., 2022). La apariencia y particularmente el color caracteristico de los
productos cérnicos es uno de los atributos mas importante para los consumidores, para esto se
anaden colorantes termoestables que simulen los colores deseados, por ejemplo, extractos de
remolacha o tomate; recientemente se han innovado en otras opciones como el colorante “hemo”,
molécula similar a la mioglobina de la carne que se obtiene mediante una levadura genéticamente

modificada y confiere al producto el color distintivo de los productos carnicos (Lee et al., 2020).
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Respecto a la textura, se usan diferentes técnicas para asemejar las estructuras fibrosas y
obtener la jugosidad y sensacion en la boca de los productos céarnicos, estas técnicas incluyen la
extrusion, el cizallamiento, el hilado y la reticulacion, estos métodos permiten desnaturalizar las
proteinas para mejorar las interacciones entre los polimeros de proteinas y carbohidratos; de estos
la extrusion es la técnica mas utilizada ya que es un método econdmico y versatil que produce
proteinas estructuradas que mejoran la textura. Ademas de estas técnicas, en la elaboracion de los
analogos se incluyen ingredientes como los almidones e hidrocoloides que mejoran la textura,
cohesividad, consistencia y estabilidad del producto (Mazumder, Panpipat, et al., 2023; Yuliarti
et al., 2023).

A nivel nutricional, se conoce que la proteina vegetal tiene un contenido limitado de
aminoacidos que contienen azufre, tales como la metionina, cisteina y triptéfano, para contrarrestar
este problema se realiza la suplementacion con otras proteinas, por ejemplo de cereales, para
producir una proteina completa. En este aspecto también se cuestiona esta opcion por su contenido
de antinutrientes, tales como los inhibidores de proteasa, inhibidores de a-amilasa, lecitina,
polifenoles y acido fitico, estos compuestos pueden disminuir la actividad de las enzimas del tracto
digestivo y la biodisponibilidad de proteinas, aminodcidos y micronutrientes. Para disminuir o
eliminar estos antinutrientes se usan tratamientos fisicos y quimicos como el descascarado, remojo,

coccidn y otros tratamientos térmicos (Ismail & Huda, 2022; Lee et al., 2020).

3.5.4 Me¢étodos para la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los andlogos de
salchichas de carne

Color

El color es la medida percibida de un objeto que refleja o transmite diferentes longitudes de
onda de luz visible, este atributo juega un papel fundamental en la apariencia de los alimentos y al
relacionarse con factores como la frescura, madurez y seguridad alimentaria influye de manera
importante en la percepcion que se tiene de la calidad de ellos y en la aceptacion por parte de los
consumidores (Hutchings, 2012).

Para su medicion se han establecidos espacios de color en los cudles cada color se define
como un punto en un sistema continuo tridimensional, dos de los mas utilizados son el Hunter y el
CIE, los cuales utilizan los valores L, a y b que sirven de coordenadas espaciales y se relacionan
con lo desarrollado por la Comisioén Internacional de 1’Eclairge (CIE), que defini6 el color en

términos de los valores triestimulos X,Y,Z que denotan la mezcla de los colores primarios rojo (X),
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azul (Y) y verde (Z). En la Figura 2 se muestra el espacio de color CIE Lab, en el eje vertical se
tiene la luminosidad L* que va desde un valor de 0 para el negro y 100 para el blanco, el eje
horizontal a* que va de valores positivos para el rojo, hasta los negativos para el verde y eje
horizontal b* que tiene valores positivos para el amarillo y negativos para el azul (Dawson &

Acton, 2017).

Figura 3. Espacio de color CIE Lab.
Fuente: (Dawson & Acton, 2017).

A partir de las coordenadas (L*, a* y b*) se han desarrollado otros valores para expresar el
color, estos se correlacionan altamente con la percepcion visual del color, y son para el espacio
CIE Lab el tono (h*) y el croma (C*). El tono es el angulo del color en medicion con respecto al
eje del rojo, al ser un angulo tiene una amplitud de 360°, siendo el rojo representado entre 350°-
360° y 0°-35°, anaranjado entre 35°-70°, amarillo entre 70°-105°, verde 105°-195°, azul entre
195°-285° morado entre 285°-350°. El croma es la medicion de la cantidad o viveza del color,
siendo colores mas vivos aquellos con mayor C* (Dawson & Acton, 2017; Herndndez Saluefia

etal., 2019).

Textura instrumental

La textura de los analogos de las salchichas de carne es uno de los atributos mas relevantes
para su aceptacion por parte del consumidor. Para su determinacion se utilizan diferentes técnicas
instrumentales, dentro de las principales se encuentra el analisis de perfil textura (TPA), esta
técnica de comprension doble simula la accién de morder de la boca y combina multiples

parametros texturales como la dureza (fuerza méaxima durante el primer ciclo de compresion),
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adhesividad (4rea negativa para la primera comprension), cohesividad (relacion entre el area
superficial del primer y segundo ciclo), elasticidad (altura a la que se recupera la muestra durante
el tiempo entre el primer y el segundo ciclo de compresion) y masticabilidad (energia requerida
para masticar el producto, dureza x elasticidad x cohesividad) (Kamani et al., 2019; Schreuders

et al., 2021).

Pérdidas por coccion

Las pérdidas por coccidn indican la capacidad del sistema para unir agua y grasa después
de la desnaturalizaciéon y agregacion de las proteinas durante la coccion. Esta propiedad se
relaciona con factores como la temperatura, tiempo y métodos de coccidon, ademds influyen los

aditivos y el tipo de grasa usados en la formulacién (Kamani et al., 2019; Tahmasebi et al., 2016).

Estabilidad de la emulsion

La estabilidad de emulsion se define como la capacidad de retener los jugos y resistir los
cambios a lo largo del tiempo en una emulsion, por lo que es de gran relevancia en la elaboracion
y el almacenamiento de las salchichas y otras emulsiones cérnicas. Esta propiedad se relaciona con
la capacidad de retencion de agua y aceite de las proteinas presentes en la emulsion. Para su
determinacion se mide la masa de la muestra y la masa de los exudados totales, tomando la masa
de la muestra antes y después de del proceso de coccion y enfriamiento (Kamani et al., 2019;

Tahmasebi et al., 2016).

pH

El pH es uno de los pardmetros que pueden repercutir en las propiedades y en la estabilidad
de los alimentos, particularmente en alimentos como los productos analogos de la carne, en los que
las proteinas tienen un papel fundamental. Los acidos organicos de los alimentos pueden ionizarse
formando su base conjugada mads iones hidrogeno (H+), el pH mide la actividad o concentracion
de los iones de hidrégeno en solucion. La escala de pH se definidé con base en la constante de
equilibrio del agua y varia de 0 a 14, un pH por debajo de 7 se considera acido y por encima de 7
basico. Esta medicion puede realizarse mediante reactivos indicadores, tiras indicativas, electrodos

metalicos o de vidrio (da Silva Oliveira et al., 2019).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del estudio

Las actividades necesarias para la ejecucion de este proyecto se realizaron en las
instalaciones de la Universidad de Costa Rica, sede Rodrigo Facio. La preparacion de los
concentrados de proteina de las leguminosas y los andlisis fisicoquimicos de los concentrados de
proteina y prototipos de salchicha se llevaron a cabo en el Laboratorio de Quimica de la Escuela
de Tecnologia de Alimentos, mientras que la elaboracion de los prototipos de salchichas se llevo a
cabo en el Laboratorio de Formulaciones de la misma Unidad Académica. Los andlisis del
contenido y solubilidad de proteina y de la digestibilidad in vitro de los concentrados de proteina
se realizaron en el Laboratorio de Quimica del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de

Alimentos (CITA).

4.2 Materia prima

Se utilizaron leguminosas nativas costarricenses, suministradas por la Estacion
Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno. Estas leguminosas corresponden al gandul (C.
cajan) cosechado la segunda semana de enero 2022, y los frijoles criollos: Mantequilla (P. lunatus)
cosechado en agosto 2021 y, Cabécar (P. vulgaris), cosechado la segunda semana de diciembre
2021. Los Cuba (P. coccineus) se obtuvieron de la finca de Gaston Arias en Llano Grande de
Cartago y fueron cosechados en la segunda semana de febrero 2022. El concentrado de soya
comercial se consiguié en Condimentos de Tiquicia S.A.

Los otros insumos necesarios para la realizacion del proyecto se obtuvieron de diferentes
proveedores nacionales. Para la elaboracion de los prototipos de salchichas se utilizo, ademas de
los concentrados de proteina de las leguminosas, proteina de soya texturizada, aceite de girasol,
almidon de maiz, carragenina kappa, condimento para salchicha, sal, carboximetilcelulosa, fibra

citrica y carmin. Para el embutido de las salchichas se utilizaron fundas pléasticas impermeables.
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4.3 Pruebas preliminares

4.3.1 Evaluacion de las condiciones de secado en el equipo “Mini Spray Dryer B-290”
para el secado por aspersion de los concentrados de proteina de las leguminosas
en estudio.

Previo a la ejecucion de las pruebas definitivas fue necesario realizar una serie de pruebas
en el equipo “Mini Spray Dryer B-290 (Biichi, Suiza)” para definir los parametros del secado por
aspersion de los concentrados de proteina de las leguminosas en estudio. Para ello se realizaron
tres corridas en el equipo, en todas se utilizaron 150mL de una disolucion al 10% del concentrado
de gandul en agua, pH ajustado a 6,0. Para evaluar el concentrado en polvo obtenido, se determin6
el rendimiento de secado y la humedad del producto en una balanza de humedad marca Sartorius,
empleada en modo automatico. En el Cuadro II se muestran las condiciones de operacion y los
resultados de las pruebas realizadas.

Las condiciones iniciales de los parametros del secador y las variaciones realizadas en las
subsiguientes corridas se ajustaron usando como referencia la tesis de Martinez (2016) de secado

por aspersion de clara de huevo y la informacion disponible en el sitio web del fabricante.

Cuadro II. Parametros del secador y resultados de las pruebas en el secador “Mini Spray Dryer

B-290 (Biichi, Suiza)”.

Rendimiento de Humedad final

Prueba Parametros del secador
" secado (%) (%)

Temperatura del aire: 110 °C
Flujo de producto (% bomba): 50 %
1 Flujo del aire (mm rotametro): 50 mm 14,5 11,33
Aspirador: 100 %
Limpieza de la tobera: 6

Temperatura del aire: 150 °C
Flujo de producto (% bomba): 50 %
2 Flujo del aire (mm rotdmetro): 50 mm 10,8 12,62
Aspirador: 100 %
Limpieza de la tobera: 6

Temperatura del aire: 130 °C
Flujo de producto (% bomba): 40 %
3 Flujo del aire (mm rotdmetro): 50 mm 12,5 9,82
Aspirador: 100 %
Limpieza de la tobera: 6
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Considerando los resultados expuestos y las observaciones respecto a la duracion de la
operacion, la facilidad de recoleccion del producto y la apariencia del polvo obtenido
(aglomeracion, oscurecimiento), se decidié mantener los pardmetros del secador utilizados en la
prueba 3 para el secado por aspersion de los concentrados de proteina de las leguminosas en

estudio.

4.3.2 Prueba de las formulaciones para la elaboracion de los prototipos de embutido
analogo a la salchicha de carne.

Se realiz6 una prueba de la formulacion base, adaptada de la férmula propuesta por
Majzoobi et al. (2017) y por Ingredion en su conferencia Redefiniendo el futuro de los alternativos
a carnes rojas (2021). Para ello se elaboraron prototipos del embutido analogo a la salchicha de
carne, utilizando el concentrado comercial de proteina de soya (Condimentos Tiquicia S.A, Costa
Rica) y el concentrado de gandul liofilizado, para cada prueba se sigui6é la formulacion que se
detalla en el Cuadro III, donde se quiso probar principalmente el efecto del cambio en el porcentaje

de concentrado de proteina a utilizar.

Cuadro III. Formulacién de los prototipos de embutido andlogo a la salchicha de carne elaborados

para la prueba preliminar de la formulacion.

Ingredientes Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3

(o) (%) (Y0)

Agua fria 59,40 56,58 54,96

Proteina de soya texturizada 14,00 13,49 14,11
Aceite de girasol 14,00 13,49 13,11
Almidén de maiz 7,00 8,60 8,16
Concentrado de proteina* 2,00 4,00 5,00
Carragenina Kappa 0,60 0,98 1,91
Condimento para salchicha** 1,64 0,96 0,94
Sal 1,36 0,67 0,66
Carboximetilcelulosa (CMC) - 0,69 0,67
Fibra citrica - 0,49 0,48

Carmin - 0,03 0,03
Total 100 100 100
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Para evaluar los prototipos elaborados en cada prueba, se realizé un andlisis informal de la
dureza, elasticidad y color de los prototipos. Como se observa en el Cuadro III, dado los resultados
observados en esta valoracion informal, fue necesario modificar la formulacion de los prototipos
hasta agregar un 5% del concentrado de proteina en la prueba 3, en la que se logrd un prototipo con
caracteristicas mas similares a las de una salchicha de carne. Ademas, a partir de la prueba 2 y por
recomendacion de un asesor técnico de Kerry CR, se optd por incluir otros ingredientes como la
carboximetilcelulosa (CMC), la fibra citrica y el carmin para mejorar la textura y color de los
prototipos elaborados. Finalmente se decidid utilizar la formulacioén de la prueba 3 para los tres

prototipos del embutido analogo a la salchicha de carne, a utilizar en las pruebas definitivas.
4.4 Metodologia

4.4.1 Caracterizacion fisicoquimica de los concentrados de proteina de cuatro
leguminosas nativas, obtenidos mediante dos tipos de secado durante la extraccion.

Como primer objetivo, se planted caracterizar mediante pardmetros fisicoquimicos los
concentrados proteicos de las leguminosas en estudio, para esto se determiné el rendimiento de
extraccion, rendimiento de secado, contenido de proteina, contenido de humedad, actividad de agua
(Aw) y color instrumental de los concentrados de proteina de las cuatro leguminosas, obtenidos

mediante dos tipos de secado durante la extraccion.

Diseflo experimental

Para cumplir con el objetivo planteado, con un unico lote de leguminosas se realizaron 3
repeticiones de la extraccion, secado y andlisis fisicoquimicos de cada concentrado de leguminosa.
Se aplico un disefio irrestricto aleatorio, con un unico factor denominado concentrado de proteina,
el cudl posee 9 niveles que combinan la fuente de la proteina (4 leguminosas nativas y el
concentrado de soya comercial) y el método de secado utilizado luego de la extraccion (liofilizacion
y secado por aspersion). A saber: Soya, Mantequilla SA, Gandul SA, Cuba SA, Cabécar SA,
Mantequilla L, Gandul L, Cub4 L y Cabécar L.

Analisis de datos

Para cada una de las variables respuesta se realizo un andlisis de varianza en el que se evalud
con una significancia de 5% (0=0,05) el efecto simple del factor concentrado de proteina. En los

casos en los que se encontraron diferencias significativas, se aplico una prueba de comparacion de

36



medias de Tukey utilizando un 0=0,05. Para las variables en las que no se encontraron diferencias

significativas, se realizo el calculo de la potencia de la prueba.
a. M¢étodo extraccion de las proteinas de leguminosas

Para la extraccion de las proteinas de las leguminosas se siguid el procedimiento descrito
por Rui ef al. (2011) con algunas modificaciones. Inicialmente se molieron las semillas secas de
las leguminosas utilizando una licuadora y el molino centrifugo (ZM 200, Retsch) a una velocidad
de 8000rpm, equipado con una malla termosensible de 1,00 mm. Posteriormente, el producto
molido se desengraso, para ello se realizaron dos lavados con n-hexano (proporcion 1:2), se agito
la muestra por 30 min y se decant6 el hexano. Luego para eliminar el solvente restante se extendio
la harina desengrasada en una bandeja y se dejo secar a temperatura ambiente en la capilla
extractora durante toda la noche (alrededor de 16 h).

Con el producto desengrasado se realizé una disolucion 1:8 (m/m) en agua destilada, se
ajusto el pH a 8,0 utilizando NaOH 1,0 M y se agité por 1 h a temperatura ambiente. Luego, la
disolucion se traslado a recipientes de centrifuga de 500mL, se centrifugd durante 20 min a 4000
rpm (3,30 x g) (Centrifuge 5810R, Ependorf) y se descarto el precipitado. El sobrenadante, el cual
contiene la fraccion proteica, se col6 y se acidifico lentamente con agitacion constante hasta un pH
de 4,5 utilizando HCI 1,0 M, posteriormente se centrifugd por otros 20 min a 4000 rpm (3,30 x g).
Finalmente, se recolecto el precipitado (concentrado proteico), se ajusto el pH a 6 utilizando NaOH

1,0 M y se almacend en refrigeracion hasta el momento de ser secado.

b. Métodos de secado

Con el fin de obtener un concentrado proteico en forma de polvo el extracto obtenido
mediante el proceso ya descrito se homogenizé y se dividio para ser secado por los dos métodos
de secado a probar: liofilizacion y secado por aspersion.

Para la liofilizacion la muestra correspondiente se congeld por 24 h a -40 °C para luego ser
liofilizada en el liofilizador VirTis Bench Top Pro, marca SP Scientific por un minimo de 35 h a
una presion de 40 Pa y una temperatura de -53°C en el compresor. Posteriormente, el concentrado
de proteina se empac¢ al vacio y se almaceno a temperatura ambiente hasta su uso en los diferentes
analisis requeridos.

Para el secado por aspersion se realiz6 una disolucion al 10 % del concentrado proteico en

agua, se agitdé 20min a temperatura ambiente y se seco utilizando el equipo de secado por aspersion
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(Mini Spray Dryer B-290, Biichi, Suiza), con una temperatura de entrada de 130 °C, flujo de
producto de 12 mL/min (40% de bomba peristaltica) y un flujo de aire de 1052 L/h (50 mm en el
rotametro) a condiciones estandar de temperatura y presion (la eleccion de estos pardmetros se
detalla en el punto 4.3.1 de pruebas preliminares). Los concentrados de proteina obtenidos se
empacaron al vacio en bolsas laminadas impermeables y se almacenaron a temperatura ambiente

hasta su uso en los diferentes analisis requeridos.
¢. Me¢étodos de analisis

Rendimiento de extraccion

El rendimiento de extraccion para cada concentrado de proteina se determind en base
himeda, midiendo en cada repeticion la masa de la harina de leguminosa desengrasada y la masa
del concentrado de proteina seco. Con estos resultados el rendimiento de extraccioén se calculo

como:

o y Masa concentrado de proteina seco (g)
Rendimiento de extracciéon (%) = - - x 100
Masa harina de leguminosa (g)

Rendimiento de la operacion de secado

Para la determinacion del rendimiento de la operacion de secado para cada repeticion se
midié la masa del concentrado de proteina humedo (precipitado recuperado tras la centrifugacion)
y la masa del concentrado de proteina seco. Con estos datos el rendimiento de secado en base

humeda se calculd como:

o Masa concentrado de proteina seco (g)
Rendimiento de secado (%) = ~ — x 100
Masa de concentrado de proteina himedo (g)

Contenido de proteina

La determinacién del contenido de proteina en las muestras de los concentrados de proteina
de leguminosa secados mediante los dos métodos de secado antes descritos, se realizo en el
Laboratorio de Quimica del CITA mediante el método de Lowry (1951) adaptado. Se elaboraron

diez estandares, de diferentes concentraciones entre 50 pg/mL-500 pg/mL, con una disolucion
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madre de alblimina de suero bovino (BSA) a 500 pg/mL. Ademas, se prepar6 un blanco con los
reactivos utilizados.

Se realizo para cada concentrado de proteina una disolucién de 100 mg del concentrado en
20 mL de agua destilada, esta disolucion se diluyd con agua destilada lo necesario segin el
respectivo concentrado de leguminosa. Posteriormente, se tomo6 de cada dilucién una alicuota de
50 uL por duplicado y se colocé en una microplaca de ensayo de 96 pocillos. La placa se introdujo
en el espectrofluorometro Sinergy HT, de la marca Biotek, en donde mediante un sistema
automatizado se agregaron 45 pL de la disolucién A a cada pocillo (0,2 g de CsHsKNaOs * 4 H:0,
10 g de Na2CO3 y 50 mL de NaOH 1 mol/L, aforados a 100 mL con agua grado 2), se mezclé y
se mantuvo a 50 °C durante 10 min con agitacion. Posteriormente, se enfrid la microplaca a
temperatura ambiente y se agregd manualmente 5 uLL de la disolucion B a cada pocillo (2,0 g de
C4H4KNaOs * 4 H20, 1 g de CuSO4 *5H20 y 10 mL de NaOH 1 mol/L, aforados a 100 mL con
agua grado 2), se agitd manualmente y se incub6 en la oscuridad durante 10 min. Transcurrido este
tiempo se introdujo nuevamente la placa en el espectrofluorémetro el cudl agregd a cada pocillo
150 uL de la disoluciéon C (1 mL de Folin-Ciocalteu y 14 mL de agua grado 2), mezcl6 y se mantuvo
la micropla a 50 °C durante 10 min con agitacion. Finalmente, la microplaca se enfri6 a temperatura
ambiente y se midid la absorbancia de cada muestra a 650nm con el espectrofluordmetro Sinergy
HT de la marca Biotek.

Para la cuantificacion del contenido de proteina se graficd la absorbancia contra la
concentracion de albumina bovina de los estandares, se calculo la linea de mejor ajuste de la curva
de calibracion y se obtuvo su ecuacion. El contenido de proteina en las muestras se calcul6 de la

siguiente forma:

A —-b 1
( muestra )X( mg )XFd

m
Concentracion de proteina (_g)
mL m

, 1g
C proteina X 20mL X (m)

100g> ~ |\ Tnasa concentrado de proteina

Contenido de proteina ( x 100 g

Donde m es la pendiente obtenida de la curva de calibracion (mL/pg), b es el intercepto y

Fd es el factor de dilucidon de la muestra.
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Contenido de humedad

Para la determinacion del contenido de humedad de los concentrados de proteina se utilizé
el método de la AOAC 950.46, para ello se pesaron 2g de cada concentrado de proteina en capsulas
metdalicas secas y de masa conocida. La muestra se introdujo en una estufa a 105°C hasta peso
constante. Alcanzado este punto se determin6 por diferencia la masa de agua perdida y se calculo
el contenido (%om/m) de humedad del concentrado de proteina. Esta determinacion se realiz6 por

duplicado.

Actividad del agua (Aw)

La actividad de agua se midié por duplicado para cada repeticion utilizando el equipo
Aqualab 4TE, previamente se verificd su calibracion con las soluciones de verificacion
suministradas por el proveedor del equipo. Para la determinacion se coloco la muestra de
concentrado de proteina en el porta muestras del equipo, lleno hasta la mitad de su capacidad, se

introdujo en el equipo y una vez estabilizada la medicion se tomo el dato de Ay.

Color instrumental

La medicidn de color se realiz6 de manera directa con el colorimetro ColorFlex de la marca
HunterLab, se trabajo con un angulo de apertura de 10° y tipo de luz Dss. Para cada concentrado
de proteina se determinaron los parametros de luminosidad visual, coordenadas cromaticas de rojo
y verde y coordenadas cromadticas de amarillo y azul (L*, a*, y b* respectivamente). Ademas, se
dcterminaron los indicadores Hue (h ) y Croma (C*), que se calcularon de la siguiente manera
((Hernandez Saluena et al., 2019):

b *
h = arctan <—)
a x

C = /(@2 + (b )2
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4.4.2 Evaluacion de la funcionalidad tecnologica y la digestibilidad in vitro de los
concentrados de proteinas de cuatro leguminosas nativas, obtenidos mediante dos
métodos de secado luego de la extraccion, y de un concentrado de proteina de soya

comercial.

En el segundo objetivo se evaluo la funcionalidad tecnoldgica y la digestibilidad in vitro de
los concentrados de proteina previamente obtenidos y caracterizados, y de un concentrado de
proteina de soya comercial (como parametro de comparacion). Para esto se determind el porcentaje
de solubilidad a diferentes pH, la capacidad de absorcion de agua, la capacidad de absorcion de

aceite y la actividad y estabilidad emulsionante de cada uno.

Diseflo experimental

Se empleo un disefio irrestricto aleatorio con un unico factor denominado concentrado de
proteina, el cual posee 9 niveles que combinan la fuente de la proteina (4 leguminosas nativas y el
concentrado de soya comercial) y el método de secado utilizado luego de la extraccion para los
concentrados de las cuatro leguminosas nativas (liofilizacion y secado por aspersion). Se
realizaron 3 repeticiones del experimento para la determinacion de la digestibilidad in vitro, el
porcentaje de solubilidad a diferentes pH, la capacidad de absorcion de agua, la capacidad de
absorcion de aceite y la actividad y estabilidad emulsionante. En el caso de la digestibilidad in

vitro, dada la limitante en los reactivos, se midid una tnica réplica en cada repeticion.

Analisis de datos

Se realizd un andlisis de varianza para cada una de las variables respuesta en el que se
determind el efecto del concentrado de proteina con un nivel de significancia del 5 % (0=0,05).
Para las variables respuesta en las que se encontraron diferencias significativas se realizd una
prueba de comparacion de medias de Tukey utilizando un 0=0,05. En el caso de no encontrar
diferencias significativas se realizo el calculo de la potencia de la prueba.

Para la escogencia de los concentrados de proteina de leguminosa a utilizar en el tercer
objetivo, se evalué mediante el andlisis estadistico antes mencionado el desempefio de los
concentrados proteicos en las variables respuesta estudiadas, teniendo como referencia el
desempefio del concentrado de soya comercial. Ademads, se considerd para la decision el criterio
de las investigadoras y otros factores pertinentes tales como la facilidad de procesamiento, el costo

del método de secado empleado y la disponibilidad de la materia prima.
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a. Métodos de analisis

Digestibilidad in vitro

Para determinar la digestibilidad de los concentrados de proteina se empled el kit de ensayo
de digestibilidad de proteinas (K-PDCAAS) de la marca Megazyme (lote: 220621-01). Se siguid
el procedimiento descrito en el manual del kit, el cudl consistio en tres etapas: extraccion de las
muestras, preparacion de los estandares de calibracidon y determinacion colorimétrica de aminas.

Con los datos de concentracion de amina primaria corregida por aminoacidos (mM) se
realiz6 una curva de ajuste, se calcul6 la linea de regresion y su ecuacion, para finalmente calcular

la digestibilidad in vitro de las muestras:

o (m*C1+Db)

Digestibilidad in vitro (g) = ————
100

Doénde:

C1 = concentracion de amina primaria corregida para cada muestra

m = pendiente de la linea de regresion

b = Intercepto con el eje Y

Solubilidad de la proteina

El porcentaje de solubilidad de los concentrados de proteina se midi6 por duplicado en cada
repeticion, usando una adaptacion del método descrito por Ghribi et al. (2015) . La determinacion
se realiz6 en funcion del pH, el cual se evaluo6 en 4,0, 6,0 y 8,0. Para ello, se prepard una disolucion
de 100 mg del concentrado de proteina en 20 mL de agua destilada y se ajust6 el pH al respectivo
valor, usando una disolucién de NaOH 0,1 mol/L o HCI 0,1 mol/L segun correspondiera. Las
suspensiones se agitaron a temperatura ambiente por 1 hora, terminado el tiempo se tomo6 una
alicuota de 1 mL para determinar el contenido total de proteina, el resto de la disolucion se
centrifugd a temperatura ambiente a 4000 rpm por 15 min usando la centrifuga R501 marca
Eppendorf, después de centrifugar se tomo una alicuota de 1 mL del sobrenadante de cada tubo.
Posteriormente se determindé el contenido de proteina total y en el sobrenadante con el método de
Lowry et al. (1951) descrito en el punto c¢ del apartado 4.5.1.3. La solubilidad del concentrado

proteico a cada pH se calculé como:

. Contenido total de proteina en el sobrenadante
Solubilidad (%) = - . x 100
Contenido total de proteina en la muestra
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Capacidad de retencion de agua v aceite

Para la determinacién de la capacidad de retencion de agua y aceite se pesaron por
duplicado 0,05 g de cada concentrado de proteina en tubos de centrifuga de 15 mL y se agregaron
1,5 mL de agua destilada o aceite de girasol. Se agitaron las muestras con un vortex durante 20 s y
se dejaron 30 min a temperatura ambiente, con agitacion cada 5 min. Una vez transcurrido este
tiempo se centrifugaron los tubos a 4000 rpm durante 20 min a 4 °C en la centrifuga R501 marca
Eppendorf, se decanté cuidadosamente el sobrenadante, se colocaron boca abajo por 5 min para
eliminar el remanente, y se pesoé el precipitado en cada tubo (Gundogan & Can Karaca, 2020). El
resultado se expres6 como los g de agua o aceite absorbidos por g del concentrado de proteina (en

base hiimeda):
M2 — M1

CR(g/g) = MO

Donde M2 es la masa del tubo con el precipitado, M1 es la masa del tubo con el concentrado

de proteina y MO es la masa del concentrado de proteina.

Actividad v estabilidad emulsionante

La actividad y la estabilidad emulsionante se midieron usando una adaptacion del método
espectrofotométrico de Pearce y Kinsella (1978). Inicialmente se prepararon para cada concentrado
de proteina, por duplicado, 10 mL de una solucién 5 g/L y se ajust6d a pH 7 utilizando NaOH 0,1
mol/L. Se afiadi6 aceite de girasol en una proporcion 50:50 aceite de girasol:solucion de proteina
(mL/mL), y se homogeniz6 durante 5 min utilizando un homogeneizador de alta velocidad (Ultra-
Turrax), a velocidad media. Se tom6 del fondo del beaker una alicuota de 100 pL de la emulsion,
se coloco en un tubo de vidrio y se diluyo6 agregando 7,5 mL de una solucion buffer de fosfato de
sodio 10 mmol/L (pH 7,0) que contiene dodecilsulfato de sodio (SDS) en una concentracion de 1
g/L. Se agit6é la muestra con un vortex por 30 s y se medio la absorbancia a 500 nm con un
espectrofotometro UV-Visible a los 0 min, pasados 10 min se tom¢ otra alicuota de 100 uL de la
emulsion y se repitio el procedimiento para la determinacion de la absorbancia (Gundogan & Can
Karaca, 2020). Ademas, se preparé y midio la absorbancia a los 0 y 10 min de un blanco sin
concentrado de proteina. El indice de actividad emulsionante (IAE) y el indice de estabilidad

emulsionante (IEE) se calculé como:
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2% 2,303 XAy X N
¢ X ¢ x 10000

IAE (m? /g) =

Ay
IEE in) =—Xt
(min) 7

Donde, A0 es la absorbancia de la emulsion a los 0 min, N es el factor de dilucion, ¢ es la
concentracion de la disolucioén de proteina (g/mL), @ es la fraccion de volumen de aceite en la
emulsion (mL/mL), AA es el cambio en la absorbancia de la muestra transcurridos los 10 min y t

es el intervalo de tiempo entre una medicion de absorbancia y la otra (10 min).

4.4.3 Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas de los prototipos de salchichas
analogas de carne elaborados con los concentrados de proteina de leguminosa

mejor evaluados.

A partir de los resultados del segundo objetivo se seleccionaron los dos concentrados de
proteina mejor evaluados para elaborar prototipos de embutido andlogo a la salchicha de carne. A
estos prototipos y a un prototipo elaborado con el concentrado de soya comercial se les realizaron
los analisis de perfil de textura (dureza, elasticidad, cohesividad y masticabilidad), fuerza de corte,
estabilidad de la emulsion, pérdidas por coccion, pH y color para comparar sus caracteristicas

fisicoquimicas.

Diseflo experimental

Para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de los prototipos de salchichas analogas se
utilizd un disefio irrestricto al azar, con un tnico factor llamado formulacion. El factor formulacion
tiene 3 niveles que corresponden a: un prototipo de salchicha elaborado con concentrado de soya
y 2 prototipos elaborados con los 2 concentrados de proteinas elegidos en el segundo objetivo
(gandul y Cuba liofilizados). Se realizaron 3 repeticiones, cada una correspondiente a un lote de

prototipos de salchichas analogas producidos en dias diferentes.

Analisis de datos

Se realizé un andlisis de varianza para cada una de las variables respuesta, en el que se
evaluo el efecto de la formulacion con una significancia del 5% (0=0,05). Para las variables

respuesta en las que se encontraron diferencias significativas se realiz6 una prueba de comparacion
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de medias de Tukey utilizando un 0=0,05, y en el caso de no encontrar diferencias significativas

se calcul6 la potencia de la prueba.

a. Formulacion y proceso de elaboracion de los prototipos de embutido andlogo a las

salchichas de carne

En el Cuadro IV se presenta la formulacion de la salchicha analoga a la de carne, para cada
prototipo lo que vari6 fue el concentrado de proteina utilizado (concentrado de soya, concentrado
de gandul liofilizado y concentrado de frijol Cuba liofilizado (elegidos en el objetivo 2)). La
formula utilizada corresponde a una adaptacion de la formula propuesta por Majzoobi et al. (2017)
y por Ingredion en su conferencia Redefiniendo el futuro de los alternativos a carnes rojas (2021).

Los ingredientes, su porcentaje en la formulacion y el proceso de elaboracion se ajustaron mediante

pruebas preliminares (apartado 4.3.2).

Cuadro IV. Ingredientes y porcentaje de cada uno para la elaboracién de los prototipos de
salchicha andloga a la de carne con el concentrado comercial de soya y los concentrados de gandul

y frijol Cuba preparados en el laboratorio.

Ingredientes Formulacion (%)

Agua fria 55

Proteina de soya texturizada 14
Aceite de girasol 13
Almidon de maiz 8
Concentrado de proteina* 5
Carragenina Kappa 2
Condimento para salchicha** 1

Sal 0,7

Carboximetilcelulosa (CMC) 0,7

Fibra citrica 0,5

Carmin 0,03

Total base 100

*El concentrado de proteina vario para cada prototipo. Se utilizd el concentrado de soya comercial de

Condimentos de Tiquicia S.A y los concentrados de gandul y frijol Cuba.
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**E] condimento para salchicha corresponde a una mezcla de: cloruro de sodio, harina de trigo, azlicar,
glutamato monosddico, saborizantes carnicos, proteina vegetal hidrolizada, extracto de especias como

cebolla, ajo, chile picante, humo liquido y fosfato tricélcico.

La elaboracion de los prototipos de salchichas andlogas con el concentrado comercial de
soya, asi como con los concentrados de proteina de leguminosa elegidos se realizé de la siguiente
forma:

Mezclado 1: En primer lugar en un procesador de alimentos se disperso el concentrado de proteina
con la mitad del agua fria, mezclando por 20s.

Mezclado 2: Una vez dispersa la proteina, se agregaron los demas ingredientes secos y se
mezclaron por 1 min.

Mezclado 3: Sin dejar de mezclar se afiadié poco a poco el aceite de girasol y la pasta se mezcld
20s mas hasta obtener una emulsion homogénea. De ultimo se agregd la proteina de soya
texturizada, previamente hidratada con la mitad del agua y se mezcl6 por 2min hasta incorporar en
la emulsion.

Embutido: Una vez lista la emulsiéon se embutio6 manualmente en fundas impermeables para
salchichas con la batidora de pie KitchenAid y su accesorio para salchichas, se formaron salchichas
de 10-11cm cada una.

Coccidn: Esta operacion se realizo en la cocina de vapor, en una olla con agua caliente a 75 °C en
la que se sumergieron las salchichas por 20 min, posteriormente se aumento la temperatura a 85°C
hasta alcanzar una temperatura interna de 82 °C.

Enfriamiento: Una vez cocidas las salchichas, se sumergieron rapidamente en un bafio de
agua/hielo por 10 min.

Empagque: Las salchichas se empacaron en bolsas impermeables multicapa para vacio y se sellaron
al vacio.

Almacenamiento: Las salchichas se almacenaron en refrigeracion (3 °C) hasta la realizacion de los

respectivos analisis, los cudles se realizaron dentro de los 3 dias posteriores a su elaboracion.
A continuacion, en la Figura 4 se muestra el flujo de proceso para la elaboracion de los

prototipos de salchicha analoga a la de carne.
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Concentrado de proteina

v

Agua fria MEZCLADO 1
(la mitad del total) | Procesador de alimentos, 20s.
- , Y
Almidon de maiz, sal,
condimento para salchicha, MEZCLADO 2
carragenina Kappa, CMC, fibra Procesador de alimentos, 1 min.
citrica y carmin. 7
Aceite de girasol y proteina de MEZCLADO 3
soya texturizada (previamente Procesador de allmento_s’, hasta
hidratada con la mitad del agua). obtener una emulsion
homogénea (aprox. 2min).
v
EMBUTIDO

Manual, funda impermeable,
salchichas de 10-11cm.

v

COCCION
Cocina de vapor, 20min/75°C y
10min/85°C hasta alcanzar una
T. interna = 82°C.

v
ENFRIAMIENTO

Bafio de agua/hielo, 10min.

Y

EMPAQUE
Selladora al vacio, bolsa
impermeable multicapa.

Y

ALMACENAMIENTO
T=2-5°C

v

Prototipo de salchicha vegana
con concentrado de soya o
concentrado de leguminosa

Figura 4. Flujo de proceso salchicha analoga a la de carne con concentrado de soya o

concentrados de proteina de leguminosas elegidos en el objetivo 2.



b. Métodos de analisis

Perfil de textura

Para la evaluacion de las propiedades de textura se utilizo el texturometro TA.XT Plus, para
ello inicialmente se trocearon las muestras de forma transversal en secciones de 1,0 cm. Se realizd
la prueba de compresion de forma axial, hasta el 50 % de la altura original del trozo, mediante dos
compresiones consecutivas. La prueba se realizo utilizando un cilindro de 35 mm de didmetro, una
carga de 50 kg, una velocidad de 2 mm/s, un tiempo de 5 s entre compresiones, y la fuerza de
gatillo ajustada a 5,0 g. Se realizaron 7 réplicas de cada medicidn para la determinacion de la dureza
(fuerza méxima durante el primer ciclo de compresion), la elasticidad (altura a la que se recupera
la muestra entre el primer y segundo ciclo), la cohesividad (relacion entre las dreas del primer y
segundo ciclo) y la masticabilidad (dureza*cohesividad*elasticidad) (Cérdoba, 2018; Majzoobi

et al., 2017). Para esta determinacion se realizaron 8 réplicas.

Estabilidad de la emulsion

Antes de embutir cada uno de los tratamientos se tomaron por triplicado muestras de 10 g
de la emulsion y se colocaron en tubos de centrifuga de 15mL pre-pesados, los tubos se
centrifugaron 5 min a 2500 x g a 4 °C (Centrifuge 5810R, Ependorf). Posteriormente se calentaron
en un bafio de agua caliente a 80 °C por 1 hora y transcurrido este tiempo se colocaron boca abajo
por 45 min para liberar completamente los exudados. Finalmente se midi6 la masa de los tubos
para expresar la cantidad total de exudado como un porcentaje del peso de la muestra, como se

muestra en la siguiente ecuacion (Kamani et al., 2019; Tahmasebi et al., 2016):

. masa muestra — masa pellet exudado
Porcentaje exudado total (%) = masa muestra (base himeda) x 100

pH

Para la determinacion del pH se tomaron tres muestras de cada prototipo, se esperd a que
se temperaran a la temperatura ambiente y se realizd la mediciéon del pH introduciendo
directamente un electrodo para carnes previamente calibrado (HI-1053B, Hannia Instrumental). Se

reporta el valor promedio de las mediciones realizadas (Cordoba, 2018; Majzoobi et al., 2017).
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Pérdidas por coccion (pérdida por fritura)

Para la medicion de las pérdidas por coccidn se prepararon tres trozos de cada prototipo de
salchicha, se midi6 su masa y se colocaron en un sartén eléctrico caliente, con aceite de girasol a
aproximadamente 175 °C, se cocinaron 5 min por ambos lados y se retiraron del sartén. Una vez
se enfriaron a temperatura ambiente se medié nuevamente la masa de cada trozo de salchicha. Las

pérdidas por coccidn se expresan como (Castro Alvarado, 2015; Kamani et al., 2019):

(masa salchicha sin freir — masa salchicha frita)
X

Pérdidas por coccion = 100

masa salchicha sin freir
Color

Para la determinacion instrumental del color se utilizo el colorimetro Colorflex, Hunter Lab,
con un angulo de observacion de 10° y el iluminante D65. Se utiliz6 la escala CIE Lab, expresando
el color en términos de L*, a*, y b*. Ademas, se determinaron los indicadores Hue (h ) y Croma

(C*), que se calcularon de la siguiente manera (Hernandez Salueia et al., 2019):

b *
h = arctan <—)
a *

C = J@n? + @2

Para la medicion se trituraron 30g de los prototipos de salchichas de cada tratamiento en
una licuadora hasta obtener una pasta homogénea. Esta pasta se coloc6 por triplicado en capsulas
de poliestireno claro, cuidando no dejar espacios vacios por donde pudiera atravesar la luz,

posteriormente se realizo la determinacion en el equipo antes mencionado (Castro Alvarado, 2015).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion fisicoquimica de los concentrados de proteina de cuatro
leguminosas nativas

Con el fin de evaluar las propiedades fisicoquimicas de los concentrados de proteina de
cuatro leguminosas nativas, obtenidos mediante dos métodos de secado posterior a la extraccion,
se realizaron una serie de pruebas en el laboratorio cuyos resultados se presentan a continuacion.

Inicialmente se determiné el rendimiento de extraccion de cada una de las leguminosas en
estudio, en la Figura 5 se observa el resultado. El analisis de varianza mostr6 que existen diferencias
significativas en el rendimiento de extraccion segun la leguminosa en cuestion (p=0,002).

12.0
10.0
8.0

6.0

4.0

Rendimiento de extraccion (%)

2.0

0.0
Cabécar Cuba Gandul Mantequilla
Concentrado de proteina

Figura 5. Rendimiento de extraccion promedio (base himeda) de los concentrados de proteina de
las cuatro leguminosas nativas en estudio, respecto a la masa de harina de leguminosa

desengrasada.

Como se muestra en la Figura 5, el rendimiento de extraccion del concentrado del frijol
criollo Cuba fue significativamente mayor que el de los otros tres concentrados. El frijol
Mantequilla presenté un rendimiento de extraccion mayor que el del gandul, mientras que el
rendimiento de extraccion de los frijoles Cabécar no fue estadisticamente diferente al del gandul y

el frijol Mantequilla.
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Este resultado confirma que el tipo de leguminosa tiene un efecto en el rendimiento de
extraccion, esto puede atribuirse entre otros factores al contenido de proteina y su composicion en
cada leguminosa. Si bien en el presente estudio no se determin6 el contenido de proteina en las
harinas de las leguminosas, otros autores como Corzo-Rios et al. (2020) reportan un contenido de
proteina de 18,3 g/100g para el frijol de “Rifion”, variedad de la especie Phaseolus vulgaris
(Cabécar), y de 17,7 g/100g para el frijol “Escarlata” variedad del Phaseolus coccineus (Cuba), por
su parte, Alvarado-Lopez et al. (2019) reportan valores entre 18,0 y 18,9 g/100g para cuatro
variedades del frijol Phaseolus coccineus; Jayalaxmi et al. (2016) determinaron un contenido de
proteina de 24,6 g/100g para el frijol “Lima” variedad del frijol Phaseolus lunatus (Mantequilla).
Por otro lado, para el caso del gandul se reportan valores entre 17,95 g/100g y 24,46 g/100g (Talari
& Shakappa 2018). Considerando estos datos del contenido de proteina reportados para variedades
de las leguminosas en estudio, se podria justificar el mayor rendimiento de extraccion del frijol
Cuba a que la variedad de esta especie utilizada en este caso en particular tuviese mayor contenido
de proteina que los otros frijoles de variedades y especies diferentes, sin embargo, para asegurar
esto convendria determinar el contenido de proteina de las harinas de las leguminosas en estudio.

Otro factor que influye en el rendimiento de extraccion mediante el método utilizado es el
pH de extraccion alcalina y precipitacion isoeléctrica, que permiten en un primer paso desplegar
las proteinas para que aumente su interaccion con las moléculas de agua y se solubilicen, y en un
segundo paso, alcanzar el punto isoeléctrico de las proteinas solubilizadas para que precipiten. Los
valores optimos del pH de alcalinizacion y punto isoeléctrico difieren levemente de una leguminosa
a otra, por lo que en este caso puede atribuirse un mayor rendimiento de extraccion del frijol Cuba,
a que los valores de pH de 8,0 y 4,5 utilizados para la extraccion alcalina y la precipitacion
isoeléctrica respectivamente, fueran mas cercanos a los valores 6ptimos para la concentracion de
sus proteinas (Navaf et al., 2023).

Teniendo en cuenta lo anterior y que autores como Shrestha et al. (2023) reportaron un
rendimiento de extraccion de proteina con extraccion alcalina entre 14,7% y 19,5%% para tres
variedades de lentejas, el frijol Mungo y el guisante amarillo, rendimientos un poco mayores a los
obtenidos con las leguminosas en estudio, se puede recomendar optimizar las condiciones de la
extraccion (pH, temperatura y tiempo de extraccion) para cada leguminosa con el fin de obtener un
mayor rendimiento. Por ejemplo, Gao et al. (2020) demostraron que para la extraccion de proteina

de guisante amarillo, al aumentar el pH de extraccion de 8,5 a 9,5 se mejora el rendimiento de
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extraccion de 12,93% a 15,36%, otros autores han visto el mismo efecto al aumentar el pH de
extraccion, sin embargo, también han registrado afectaciones a las propiedades funcionales de los
concentrados de proteina obtenidos y que el contenido de proteina no aumenta necesariamente con
el rendimiento (Feyzi et al., 2018; Hadidi et al., 2023). Por lo que, al modificar las condiciones de
extraccion para aumentar el rendimiento, no debe dejarse de lado la evaluacion de las propiedades
fisicoquimicas y funcionales del concentrado.

Otro aspecto que puede disminuir el rendimiento de extraccion es que segin Contreras et
al. (2019) en algunas proteinas de fuentes vegetales se forman fuertes enlaces fisicos o covalentes
con carbohidratos como celulosa, hemicelulosa y pectina, lo que puede inhibir la liberacion de las
proteinas de la matriz vegetal y reducir la eficiencia de la extraccion.

En el Cuadro V se agrupan los resultados obtenidos para el rendimiento de secado y la

actividad de agua (Avw) de los concentrados de proteina de las leguminosas en estudio, secados por

aspersion y liofilizados

Cuadro V. Rendimiento de secado respecto a la masa de concentrado hiimedo (en base himeda)
y Ay promedio de los concentrados de proteina de cuatro leguminosas nativas, obtenidos mediante

secado por aspersion y liofilizacion.

Rendimiento de secado

Concentrado de proteina %) Aw
Soya - 0,64 £0,03
Mantequilla SA 11,55+0,68 F 0,60 + 0,05 @
Gandul SA 14,87 £ 0,88 ¢ 0,58 + 0,02 2
Cuba SA 13,42 £ 0,41 % 0,52 + 0,03 bed
Cabécar SA 12,33 +£0,72 F 0,55 £ 0,05 @
Mantequilla L 13,92 £ 0,71 < 0,51 + 0,02 b
Gandul L 20,47 £0,62° 0,50 + 0,05 <
Cuba L 17,20 £0,52° 0,46 £ 0,03 ¢
Cabécar L 14,50 + 0,65 < 0,48 £ 0,02 ¢
Pr>F <0,0001 <0,0001

*En una misma columna las letras distintas indican que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre
los promedios (£ desviacion estandar).
**SA: Secado por aspersion, L: Liofilizado.

En cuanto al mayor rendimiento de secado destacan el concentrado de gandul liofilizado y

el Cuba liofilizado. De manera general, considerando una misma leguminosa, la liofilizacion fue
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el método de secado que presentd mayor rendimiento de secado, este resultado coincide con lo
expuesto por Dong et al. (2024) que encontraron que el rendimiento de extraccion del aislado de
proteina de semilla de cafiamo fue significativamente mayor con la liofilizacion que con el secado
por aspersion. Esto puede atribuirse a la pérdida de concentrado en las paredes de la cdmara de
secado del equipo de secado por aspersion, en el que la recuperacion del producto en polvo es
compleja. Ademads, en el caso del secado por aspersion influyen también las condiciones de
temperatura del aire de entrada y salida , por lo que seria recomendable realizar la optimizacion de
las condiciones de secado para cada leguminosa evaluando pardmetros como el rendimiento de
secado, rendimiento de proteina, tiempo de secado y la actividad de agua del producto (Ozdemir
et al., 2022).

Para el caso de la actividad de agua todos los concentrados preparados presentaron valores
menores o iguales a 0,6 que limitan el crecimiento microbioldgico y disminuyen la actividad
enzimatica y de pardeamiento no enzimatico, lo que aumenta la estabilidad de los concentrados
(Theodore & Altunakar, 2020). Sin embargo, los valores de A, de las muestras fueron mayores a
los obtenidos por otros autores como Blaise et al., (2017) que consiguieron actividades de agua
entre 0,123 + 0,041 y 0,505 £ 0,001 para los concentrados de proteina de tres leguminosas
originarias de Camerun, secadas por aspersion a diferentes temperaturas y Ozdemir et al. (2022)
que para el concentrado de proteina de semillas de sésamo reportaron valores de Ay de 0,213 +
0,01 para el secado por aspersion y 0,176 £+ 0,01 para el liofilizado. Lo anterior puede deberse a
que durante el almacenamiento o preparacion para el analisis las muestras ganaran humedad, o
bien, a que como se menciond antes, las condiciones del secado deban ajustarse para obtener una
menor actividad de agua. También influyen otros factores como la composicion proximal de los
concentrados de proteina, la presencia de otros compuestos quimicos y su interaccion en sus sitios
polares con el agua a través de enlaces de hidrogeno, enlaces ion-dipolo u otros enlaces quimicos
fuertes, que impactan en la actividad de agua del producto (Barbosa-Canovas & Juliano, 2020).

En el Cuadro VI se presenta el resultado de la determinacién de humedad en los

concentrados de proteina en estudio.

Cuadro VI. Humedad de los concentrados de proteina de cuatro leguminosas nativas, obtenidos

mediante secado por aspersion y liofilizacion.

Humedad Promedio * desviacion estandar Potencia de la prueba
(Y0) 9,9 +0,6 1,00
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La humedad de los concentrados de proteina no result6 estadisticamente diferente (p >
0,05), por esta razén se puede reportar como el valor promedio de humedad de todos los
concentrados en estudio (Cuadro XIII de anexos). Al igual que con la actividad de agua, la humedad
de las muestras es mayor a la reportada en otros estudios, por ejemplo 4,49 + 0,08% y 3,59 = 0,45%
para el concentrado de proteina de frijol Mungo secado por liofilizacion y aspersion; 4,73% y
1,52% para los aislados de proteina de semilla de cafiamo secados por liofilizacioén y aspersion
respectivamente (Brishti et al. 2020; Dong et al. 2024).

El alto contenido de humedad en los concentrados de proteina puede disminuir su vida util
debido al aumento de reacciones fisicas y quimicas que provocan cambios en las propiedades
funcionales y deterioro de la calidad sensorial o nutritiva, puede darse por ejemplo el
apelmazamiento, la oxidacion de lipidos y proteinas y la reaccion de pardeamiento no enzimatico
(Hedegaard & Skibsted, 2013). Por lo que conviene optimizar el secado por ambos métodos para
disminuir ain mas la humedad del producto.

Como parte esencial de la caracterizacion fisicoquimica de los concentrados de proteina en
estudio, se realizd la determinacion del contenido de proteina en cada extracto. El andlisis de
varianza muestra que no existen diferencias significativas en el contenido de proteina entre los
concentrados de proteina elaborados, pero si con respecto al control de soya (p<0,05), en la Figura

6 se muestran los resultados obtenidos.

100.0

90.0

' I I . I I
80.0
70.0
60.0
50,0 )
40.0 ab i1 ab P
30,0
20,0
10.0
00

Soya CabL Cab SA Cub L Cub SA Gan L Gan SA Man L Man SA

Concentrado de proteina

Contenido de proteina (g/100g)

Figura 6. Contenido de proteina promedio (base himeda) de los concentrados de proteina de las
cuatro leguminosas en estudio, secados por aspersion y liofilizacion (letras distintas indican que
existen diferencias significativas (p<0,05).
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Todos los extractos de proteina elaborados presentaron un contenido de proteina mayor a
80 g/100 g, que es significativamente mayor que el contenido de proteina del concentrado de soya
comercial. No se encontraron diferencias significativas entre los contenidos de proteina de los
concentrados proteicos elaborados a partir de diferentes leguminosas, con valores que van desde
85,3g/100g para el concentrado de Gan L y 93,4g/100g para el concentrado de Man L. Segin su
contenido de proteina los productos proteicos obtenidos pueden clasificarse como concentrados de
proteina al poseer entre un 65% y 90% de proteinas. En el caso del extracto del frijol Mantequilla
liofilizado, debido a su contenido de proteina mayor al 90%, podria considerarse como un aislado
de proteina. Este resultado es satisfactorio, ya que confirma que estas leguminosas son fuentes
promisorias de proteina y pueden ser alternativas para sustituir otras fuentes de proteina vegetal
comunmente utilizadas (Poji¢ et al., 2018).

Estos resultados son comparables con los de otros autores que han obtenido extractos
proteicos mediante extraccion alcalina seguida de precipitacion isoeléctrica, Tang et al. (2021)
consiguieron concentrados de proteina de gandul y de soya con un contenido de proteina de 86,9g/
100g y 92,4g/100g respectivamente, por su parte Pazmifio et al. (2018) reportaron un contenido de
proteina de 76,41 + 1,76 g/100g, en base seca, para el extracto proteico de gandul. Para el frijol
comun (Phaseolus vulgaris) Rui et al. (2011) obtuvieron valores entre 83,96 g/100g y 89,25g/100g,
base seca, para el contenido de proteina de los extractos proteicos de seis variedades de este frijol.
Zambrano et al. (2020), Guzman et al. (2014) y Chel-Guerrero etal. (2002) obtuvieron
concentrados de frijol Lima (frijol Mantequilla) con 77,20 g/100g , 71,88g/100g y 71,13+0,92 g
/100g de proteina en base seca, respectivamente. Para el frijol Cuba (Phaseolus coccineus)
Teniente et al. (2016) alcanzaron mediante un proceso de extraccidon optimizado aislados de
proteina de hasta 93,14 g/100g y 94,53 g/100g para dos variedades de esta especie. La variacion
en el contenido de proteina obtenido y el reportado en la literatura para las diferentes leguminosas
puede atribuirse a diversos factores como la variedad de las especies, las condiciones del cultivo y
las condiciones especificas del proceso de extraccion utilizado.

No se encontraron diferencias significativas entre el contenido de proteina de los
concentrados de proteina de una misma leguminosa secados por aspersion o liofilizacion. Este
resultado contrasta con lo publicado en otros estudios, Ghribi et al. (2015), Brishti et al. (2020),
Ozdemir et al. (2022) y Feyzi et al. (2018) en los concentrados de garbanzo, frijol Mungo, salvado

de sésamo y arveja encontraron que con la liofilizacion se obtenia un mayor contenido de proteina
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que con los otros métodos de secado, lo que atribuyeron al efecto de la temperatura de secado, que

puede propiciar la desnaturalizacion de las proteinas y reacciones quimicas como la reaccion de

Maillard que reduce el contenido de proteina.

A continuacion, se presentan en el Cuadro VII los resultados obtenidos para la evaluacion

del color instrumental utilizando la escala CIE L* C, h°, para los concentrados de proteina secados

por aspersion y liofilizados. Ademas, en la Figura 7 se muestran las muestras utilizadas para la

evaluacion del color instrumental.

Cuadro VII. Resultados promedio de los parametros de color evaluados en la escala CIE L* C h°

de los concentrados de proteina de las cuatro leguminosas en estudio, secados por aspersion y

liofilizacion.
Concentrado de proteina L* h (°) C*

Soya 83,6+1,9° 84,4 +0,4° 21,0+£4,1°

Mantequilla SA 84,7+0,8 % 86,6+ 1,6° 84+1,1°¢

Gandul SA 84,3+2,6% 78,3 +0,8° 8,8+0,3°¢

Cub4 SA 87,7+ 13?2 75,3 £2,6° 7,5+0,6¢

Cabécar SA 82,5+0,5° 76,3 +1,6° 7,2+0,6¢
Mantequilla L 59,240,849 69,8 0,9 © 17,3+1,8%
Gandul L 63,7+0,2°¢ 88,5+ 0,62 17,6 +0,8%

Cuba L 67,6+0,6° 88,4+0,1° 16,0+0,3°
Cabécar L 56,1 +1,0¢ 55,8+2,84 144 +1,3°

Pr>F <0,0001 <0,0001 <0,0001

*En una misma columna las letras distintas indican que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre
los promedios (+ desviacion estandar).
**SA: Secado por aspersion, L: Liofilizado.
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Figura 7. Muestras para la determinacion de los parametros de color de los concentrados de
proteina de las cuatro leguminosas en estudio, secados por aspersion y liofilizacion.

Los concentrados de proteina liofilizados mostraron valores de L* mas bajos que los
concentrados de proteina secados por aspersion, lo que indica que son productos mas oscuros
(Figura 7). Joshi et al., (2011) y Brishti et al. (2020) encontraron lo mismo en sus estudios, los
concentrados secados por aspersion presentaron mayor luminosidad, esto puede relacionarse con
el tamafo de particula, se ha informado que durante la congelacion para la liofilizacion las
particulas pueden agregarse obteniendo tamanos de particula mayores, esto implica que en los
concentrados secados por aspersion haya mayor superficie y, por tanto, se disperse mas luz en
comparacion con los extractos liofilizados, dando una apariencia mas blanca y brillante (Dawson
& Acton, 2017).

En el caso de la tonalidad (h°) el concentrado de soya de comercial, el frijol Mantequilla
SA, el gandul L y el Cuba L obtuvieron valores cercanos a los 90°, que indican una tonalidad
amarilla; los deméas concentrados presentaron valores entre los 45° y 90°, que sefalan colores entre
el rojo y el amarillo, tonos anaranjados y rojizos. Estas diferencias pueden atribuirse a la variacion
de los pigmentos presentes en las leguminosas, que se perciben desde la diversidad del color de sus

semillas (Toews & Wang, 2013). Estos pigmentos son principalmente del grupo de las
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antocianinas, compuestos derivados de los flavonoides presentes en materias vegetales con colores
rojo, morado y azul. Estos pigmentos pueden utilizarse como colorantes naturales, sin embargo,
dada su sensibilidad a factores como el pH, la temperatura, el oxigeno y la luz se aplican técnicas
como la encapsulacion para mejorar su estabilidad y potenciar su uso en las matrices alimentarias
(Ghosh et al., 2022, 2023).

El valor de C* (croma) indica la intensidad del color, de manera general los concentrados
liofilizados tuvieron mayor intensidad de tono que los concentrados secados por aspersion

(Dawson & Acton, 2017).

5.2 Funcionalidad tecnologica y digestibilidad in vitro de los concentrados de proteinas

de cuatro leguminosas nativas

Ademas de la caracterizacion fisicoquimica expuesta en el apartado anterior, se realizd la
evaluacion de la funcionalidad tecnologica y la digestibilidad in vitro de los concentrados de
proteina en estudio.

En el Cuadro VIII se presenta el resultado de la prueba de digestibilidad in vitro de los
concentrados de proteina. En el andlisis de varianza se obtuvo que no existen diferencias
significativas (p>0,05) entre la digestibilidad in vitro de los concentrados de proteina de las cuatro
leguminosas secados por aspersion y liofilizacion (Cuadro XVI de anexos), por lo que se reporta

el valor promedio.

Cuadro VIIIL. Digestibilidad in vitro de los concentrados de proteina de cuatro leguminosas

nativas, obtenidos mediante secado por aspersion y liofilizacion.

Digestibilidad in vitro | Promedio  desviacion estandar Potencia de la prueba
(8 0,74 + 0,01 0,91

La digestibilidad in vitro encontrada para los concentrados de proteina en estudio es similar
a la obtenida por Pérez y Granito (2012) y Marrugo-Ligardo et al. (2016) que reportaron valores
de 0,798 + 0,003g, 0,884 + 0,011g y 0,839 + 0,026 g para concentrados de proteina de Cajanus
cajan, Phaseolus vulgaris y Phaseolus lunatus. La digestibilidad de las proteinas se ve afectada
por la organizacién estructural y las interacciones covalentes y no covalentes entre las proteinas,
que a su vez depende de diversos factores como la variedad de la leguminosa, el método de

extraccion y procesamiento del concentrado de proteina. Otro factor importante que afecta la

58



digestibilidad de las proteinas vegetales es su contenido de factores anti nutricionales, tales como
los inhibidores de la tripsina y quimotripsina, que se ha informado tienen actividad contra las
proteasas pancreaticas (Capuano et al., 2018). La presencia de estos factores anti nutricionales
disminuye la digestibilidad de los concentrados proteicos puesto que limitan la accion de las
enzimas que participan en la digestion de las proteinas, tanto en los ensayos de laboratorio, como
en la digestion en el cuerpo humano. Ademas, otros compuestos anti nutricionales como los taninos
forman complejos con las proteinas volviéndolas inaccesibles para su digestion (Das et al., 2022)
La solubilidad es una de las propiedades tecno-funcionales mas importantes para la
determinacion de la idoneidad del concentrado de proteina para su utilizacion en la industria de
alimentos, por lo que conviene conocer su comportamiento a diferentes pH que pueden presentarse
en el desarrollo de nuevos productos. A continuacién, en las Figura 8 se muestran los resultados
de la solubilidad de los concentrados de proteina de las cuatro leguminosas, secados por aspersion

y liofilizacion, a diferentes pH de solucion: pH 4, 6 y 8.
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Figura 8. Solubilidad promedio de los concentrados de proteina en estudio a diferentes valores
de pH: A) pH 4, B) pH 6, y C) pH 8 (letras distintas indican que existen diferencias significativas
para la prueba de Tukey (p<0,05)).

Se observo que, a los diferentes pH, la solubilidad de las proteinas varia de forma
significativa (p<0,05). A pH 4, el concentrado de frijol Cuba secado por aspersion presentd mayor
solubilidad que los demas concentrados de leguminosas en estudio y a pH 6 destaco el concentrado
de gandul liofilizado. Segun lo estudiado por Tang et al. (2021) y Navafet al. (2023), la solubilidad
se relaciona con la cantidad de aminoacidos hidrofilicos e hidrofobicos presentes en la proteina,
por lo que una mayor cantidad de aminoécidos hidrofilicos podria explicar el mayor porcentaje de
solubilidad de estas leguminosas; también la fraccion de los diferentes tipos de proteina influye en
la solubilidad del extracto, una mayor fraccion de albuminas (solubles en agua) pudo favorecer su
solubilidad (Kiosseoglou et al., 2021). Al subir el pH a 8 todos los concentrados de proteina de las
cuatro leguminosas nativas en estudio presentan la misma solubilidad, que en promedio es 95 +
3%, la cudl es significativamente mayor que la del concentrado comercial de soya (p <0,0001).
Otros autores como de Paiva Gouvéa et al. (2023), Tanger et al. (2020) y Shrestha et al. (2023)
encontraron el mismo comportamiento al comparar concentrados de leguminosa obtenidos en el
laboratorio con concentrados de leguminosa comerciales, esto puede atribuirse a condiciones de
extraccion y secado mas severas en la preparacion de los concentrados comerciales, que pueden
provocar la desnaturalizacion y agregacion de la proteina, disminuyendo su solubilidad.

En general, se observo que al aumentar el pH de la solucion de pH 4 a pH 6 y pH 8
aumentaron los valores de solubilidad de los concentrados de proteina. Segun han confirmado

diversos autores este comportamiento es tipico de los extractos de proteina de leguminosa, que
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suelen mostrar una curva de solubilidad en forma de “V” o “U”, en la que en los extremos de la
escala de pH se tienen valores mayores de solubilidad y en valores entre pH 4 y pH 6 la solubilidad
se reduce debido a la proximidad del punto isoeléctrico, en el cudl las proteinas tienen una carga
neta casi nula, por lo que se agrupan y precipitan (de Paiva Gouvéa et al., 2023; Ma et al., 2022;
Tang et al., 2021; Zambrano et al., 2020).

Como parte de las propiedades que se determinaron para evaluar la funcionalidad
tecnoldgica de los concentrados de proteina se encuentran la capacidad de retencién de agua y

grasa, en las Figuras 9 y 10 se muestran los resultados obtenidos para dichas pruebas.
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Figura 9. Capacidad de retencion de agua (CRA) de los concentrados de proteina de las cuatro
leguminosas en estudio, secados por aspersion y liofilizacion (letras distintas indican que existen

diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 10. Capacidad de retencion de grasa (CRG) de los concentrados de proteina de las cuatro
leguminosas en estudio, secados por aspersion y liofilizacion (letras distintas indican que existen
diferencias significativas (p<0,05).

El andlisis de varianza determind que existen diferencias significativas entre la capacidad
de retencion de agua (CRA) de los concentrados de proteina (p=0,0002) (Figura 9). Los valores de
la CRA oscilaron entre 2,53 y 4,33 g de agua /g de muestra, comparando estos resultados con otros
reportados en la literatura, los concentrados de proteina de las leguminosas en estudio muestran
mayor CRA que las muestras de cinco frijoles locales de Turquia, cuya CRA se encontré entre 1,8
g/gy 2,1 g/g (Gundogan & Can Karaca, 2020) y que las muestras de 16 variedades de frijol Mungo
que segun Li etal. (2010) obtuvieron valores de CRA entre 1,28 y 2,78 g/g. Asimismo, estos
valores son similares a los 2,34-4,31 g/g reportados por Withana-Gamage et al. (2011) para los
aislados de garbanzo y los valores de 1,34-4,52 g/g que informaron de Paiva Gouvéa et al. (2023)
para un concentrado de frijol comun y concentrados de leguminosas comerciales. A su vez, son
menores a los valores de 5,34-5,85 g/g que informaron Wani et al. (2015) para la CRA de los
aislados de proteina de cinco variedades de frijol comin Phaseolus vulgaris.

En el caso de la capacidad de retencion de grasa (CRG) (Figura 10), se encontrd que el
concentrado de proteina tiene un efecto significativo (p<0,0001), los valores de CRG fluctuaron
entre 2,30 y 5,88 g de aceite/g de concentrado. Ahmed et al. (2015) reportaron un rango de CRG
de 5,82 a 6,92 g/g para aislados de proteina de tres variedades de frijol “Rifion” (Phaseolus vulgaris

L); Tang et al. (2021) obtuvieron valores de CRG desde 0,89 g/g a 1,80g/g para concentrados de

62



proteina de leguminosas como la soya , gandul, frijol Mungo, lentejas y garbanzo, y Li etal. (2010)
valores entre 1,00 y 3,38 g/g para 16 variedades de frijol Mungo.

Especificamente para las especies de leguminosa de este trabajo se encontré poca
informacion, sin embargo, Chel-Guerrero et al. (2002), Tang et al. (2021) y Lafarga et al. (2020)
reportaron una CRA de 3,5 g/g, 3,6 g/g, 1,5 g/g y 5,43 g/g y una CRG de 4,59 g/g, 1,16 g/g, 1,16
g/g y 3,46 g/g para los concentrados de frijol Mantequilla, gandul, soya y Cuba respectivamente.
La variacion en la capacidad de retencion de agua y grasa de los concentrados de proteina puede
atribuirse a diversos factores, entre ellos la fuente de proteina y el proceso de extraccion, y de
manera mas concreta a factores como la composicion de grupos polares y no polares de la proteina,
el contenido de aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos, la organizacion estructural, el tamafio de
las particulas y la porosidad de la superficie (Hadidi et al., 2023; Navaf et al., 2023).

En general los concentrados liofilizados presentaron una mayor CRA que sus similares
secados por aspersion, sin embargo, solo para el caso del concentrado de frijol Cabécar esta
diferencia fue estadisticamente significativa. Asimismo, se obtuvo que la CRG de los concentrados
liofilizados fue significativamente mayor que la de sus semejantes secados por aspersion. Esto
coincide con lo expuesto por Brishti et al. (2020), Joshi et al. (2011) y Dong et al. (2024) que
atribuyeron este comportamiento a la formacion de una pelicula resistente a la humedad en la
superficie de las particulas de los concentrados de proteina secados por aspersion; ademads, estos
autores encontraron que los concentrados liofilizados muestran una estructura porosa que facilita
la absorcion de la grasa.

Como se aprecia en la Figura 9, a excepcion de los concentrados de Man SA y Gan SA, no
se encontraron diferencias significativas entre la CRA de los concentrados de proteina de las
leguminosas nativas y el concentrado comercial de soya. De igual manera para la CRG (Figura 10)
los concentrados evaluados mostraron un resultado igual o mayor a la CRG del concentrado de
soya comercial, destacando el Gan L. Este resultado es favorable ya que indica que estos
concentrados pueden utilizarse en la formulacion de productos alimenticios, tales como los
productos andlogos a la carne, donde se requieren ingredientes proteicos con alta capacidad de
retener el agua y la grasa en la matriz, mejorando caracteristicas importantes de textura, sabor y
palatabilidad en estos productos (Bessada et al., 2019).

Finalmente, para la evaluacion de la funcionalidad tecnoldgica se determino el indice de la

actividad emulsionante y su estabilidad para cada uno de los concentrados de proteina en estudio.
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Como se muestra en la Figura 11, el resultado del andlisis de varianza evidencid que existen
diferencias significativas en el indice de actividad emulsionante (p <0,0001) y el indice de
estabilidad emulsionante (p=0,0006) de los concentrados de proteina de las cuatro leguminosas en

estudio, secados por aspersion y liofilizacion.
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Figura 11. A) Indice de actividad emulsionante (IAE) y B) indice de estabilidad emulsionante
(IEE) de los concentrados de proteina de las cuatro leguminosas en estudio, secados por aspersion

y liofilizacion (letras distintas indican que existen diferencias significativas (p<0,05).

El IAE, medida que indica la capacidad de la proteina para participar en la formacion y
estabilizacion de una emulsion (Aryee et al., 2018), oscilé entre 10,46 m%*/g y 23,02 m?/g para los
concentrados de las cuatro leguminosas en estudio, estos valores son superiores a los encontrados
por Li et al. (2010) en diferentes variedades de frijol Mungo, que oscilaron entre 1,77 m?/g y 3,30
m?/g, y a los valores reportados por Boye et al. (2010) para diversas leguminosas como guisante,
garbanzos y lentejas que estuvieron entre 4,6 m%/g y 5,7 m?/g; se asemejan mas a los IAE de 15,6
m?/g a 22,0 m?/g reportados por Gundogan & Can Karaca, (2020) para cinco especies de frijoles
nativos de Turquia y a lo expuesto por Wani et al. (2015) para concentrados de proteina de tres
variedades de frijoles comunes (Phaseolus vulgaris) con IAE entre 15,71 m%*/gy 48,12 m%/g.

Por su parte para el IEE (Figura 11 B) los valores de las leguminosas en estudio oscilaron
entre 14,25 min para el concentrado de Man SA y 38,18 min para el concentrado de Man L, este
valor hace referencia a la capacidad de la proteina de estabilizar la emulsion por determinado
tiempo (Aryee et al., 2018). Para este parametro Boye et al. (2010) reportan valores entre 17,8 -

19,7 min para los concentrados de proteina de guisante amarillo, lentejas y garbanzos, de Paiva
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Gouvéa et al. (2023) indican un IEE entre 12,59-21,26 min para concentrados y aislados de proteina
de diferentes leguminosas (soja, guisante, haba y frijol comin) y Wani et al. (2015) valores entre
13,03-18,53 min para concentrados de proteina de tres variedades de frijoles comunes (Phaseolus
vulgaris).

Esta variabilidad de los resultados se atribuye principalmente a la naturaleza de las
proteinas y al método de extraccion utilizado, ya que esto a su vez repercute en caracteristicas como
la estructura de la proteina, su tamafo, la composicion de aminodcidos (polares/no polares) y la
hidrofobicidad de la superficie (Bessada et al., 2019; Hadidi et al., 2023). Ademas, esta propiedad
tecno-funcional est4 estrechamente relacionada a otras propiedades como la solubilidad y la carga
superficial neta, Gundogan & Can Karaca, (2020) observaron que los concentrados con una
solubilidad y una carga superficial neta mayor presentaron también mejores propiedades
emulsionantes.

Como se muestra en la Figura 11 A, todos los concentrados de proteina del estudio
presentaron mayor indice de actividad emulsionante (IAE) que el concentrado de soya comercial,
destacan el concentrado Cab L, Cub L, Cub SA y Man L. Respecto al indice de estabilidad
emulsionante (IEE) nuevamente el concentrado comercial de soya estuvo entre los menores
valores. Esto puede relacionarse con el contenido de proteina y su solubilidad a pH 7 (pH utilizado
en la prueba de emulsificacion), como se discutié anteriormente el concentrado de soya presento
el menor contenido de proteina, ademas a pH 6 y pH 8 su solubilidad estuvo entre las menores,
estos dos factores son de gran relevancia para la capacidad de la proteina de migrar e interactuar
en la interfaz agua-aceite para estabilizar la emulsion, por lo que pudieron afectar su actividad
emulsionante (Bessada et al., 2019).

Ademas, se observa que, a excepcion del concentrado de frijol Cabécar y del frijol
Mantequilla, no se presentaron diferencias en el IAE y en el IEE para una misma leguminosa secada
por aspersion o liofilizacion. Este resultado no concuerda con lo expuesto por Brishti et al. (2020)
y Feyzi et al. (2018) quienes encontraron que los concentrados de proteina secados por aspersion
tenian valores significativamente mayores que sus similares liofilizados, lo que atribuyeron al
despliegue de las proteinas durante el calentamiento del secado por aspersion, que lleva a la

exposicion de residuos de aminoacidos hidrofobicos que estabilizan la emulsion.
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5.3 Caracteristicas fisicoquimicas de los prototipos de salchichas analogas de carne
elaborados con los concentrados de proteina de leguminosa.

Una vez evaluadas las caracteristicas fisicoquimicas y la funcionalidad tecnoldgica de los
concentrados de proteina del gandul, Cabécar, Mantequilla y Cubéd secados por aspersion y
liofilizaciéon, se escogieron el concentrado de Cuba liofilizado y el concentrado de gandul
liofilizado para la elaboracion de dos prototipos de embutido analogo a la salchicha de carne. Estos
concentrados se escogieron por su desempefio en las propiedades funcionales de solubilidad, CRG
y IAE, propiedades importantes para la elaboracion de emulsiones, donde sobresalieron alguno de
estos dos. Ademas, se considerd su mayor rendimiento de extraccion (Cub L) y secado. En esta
seccion se presentan la comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas de dichos prototipos y
uno elaborado con el concentrado comercial de proteina de soya.

En el Cuadro IX se muestran los resultados de los parametros del perfil de textura evaluados

en los prototipos de embutidos elaborados.

Cuadro IX. Parametros del perfil de textura de los prototipos de embutidos analogos a las

salchichas de carne, elaborados con los concentrados de proteina mejor evaluados.

Prototipo Dureza Adhesividad Elasticidad Cohesividad Masticabilidad
™) (N.s) (mm) (N.m)

Soya 14+3 -1,1+0,8% 51+£0,2%  0,22+0,02° 0,016 +0,004°

Cuba L 19+4 442" 42+03°  0,32+0,02* 0,026 + 0,006 *

GandulL  152+02 -1,4+05% 54+02% 023+0,04® 0,019£0,002°
Pr>F 0,113 0,028 0,001 0,009 0,016

*En una misma columna las letras distintas indican que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre
los promedios (+ desviacion estandar).

Como se observa en el Cuadro IX, el concentrado de proteina utilizado para la elaboracion
de los prototipos de embutido andlogo a las salchichas de carne tuvo un efecto significativo en los
parametros de adhesividad, elasticidad, cohesividad y masticabilidad. El prototipo elaborado con
el concentrado de Cuba liofilizado obtuvo una cohesividad y masticabilidad significativamente
mayor y una adhesividad y elasticidad significativamente menor a la de los prototipos elaborados
con el concentrado de gandul liofilizado y el concentrado de soya comercial. Esto implica que el
protototipo de Cubd L presenta mayor dificultad para romper su estructura interna y requiere de
mayor fuerza para ser masticado, ademas, su capacidad de volver a su forma original es menor

(Rahman Mazumder et al., 2023).
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Por su parte la dureza también resulté mayor para el prototipo elaborado con el concentrado
de frijol Cuba L, sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente diferentes entre los
prototipos elaborados (p > 0,05), por esta razon se puede reportar como el valor promedio de dureza
de todos los concentrados en estudio, que corresponde a 16,09 2,68 N (Cuadro XVIII de anexos).
En este caso la potencia de la prueba fue de 0,63, por lo que se recomendaria aumentar el nimero
de repeticiones para disminuir el error de no detectar posibles diferencias significativas en este
parametro. Algunos autores han reportado que, al aumentar la concentracion de proteinas no
carnicas en productos emulsionados como las salchichas, aumenta la dureza, debido a la formacién
de mayor cantidad de puentes disulfuro, que provocan el entrecruzamiento y refuerzan la matriz
proteica (Tahmasebi et al., 2016; Youssef & Barbut, 2011).

Otros autores han reportado parametros de textura para productos analogos a las salchichas
de carne Kamani et al. (2019) report6 para un prototipo elaborado con aislado de soya 13,39 N de
dureza, 0,09 cohesividad, 2,35 N mm de masticabilidad, 1,99 mm de elasticidad, valores en su
mayoria por debajo de los encontrados en este caso; Majzoobi et al. (2017) reportd valores de 21,21
N de dureza, 0,961mm de elasticidad, 0,804 de cohesividad para una salchicha elaborada con
aislado de soya y proteina de soya texturizada La diversidad de resultados dificulta su comparacion,
esto puesto que también hay gran variabilidad en las formulaciones de estos productos en cuanto a
otros ingredientes (como harinas de leguminosas, almidones, fibras), contenido de proteina de los
extractos proteicos utilizados y adicidon de hidrocoloides; ademas de las diferencias en el equipo y
en las condiciones de medicion de la textura.

Las caracteristicas de textura en los productos analogos de la carne se relacionan con el
efecto del concentrado de proteina, que tiene un papel importante en la estructuracion del embutido.
A su vez, el desempefio del concentrado de proteina depende de sus caracteristicas composicionales
como el contenido de proteina, fibra y almidon y de propiedades funcionales como la solubilidad,
capacidad de retencion de agua y grasa (Asgar et al., 2010). En este caso el concentrado de soya,
segun los resultados expuestos previamente, tenia un contenido de proteina menor al de Cub L y
Gan L, esto pudo influir en una estructura menos rigida, debido a una menor capacidad de
formacion de puentes disulfuro entre las moléculas de proteina, que dan rigidez a la estructura. En
el caso del concentrado de gandul L, este destaco por su CRG, que también puede relacionarse con
la textura del producto, ya que el atrapamiento mas efectivo de moléculas de grasa brinda una

mayor suavidad a estos productos (Tahmasebi et al., 2016).
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Un ingrediente que juega un papel importante en los anadlogos de la carne es la proteina
texturizada, la cual se agregd a todos los prototipos en igual porcentaje. Esta proteina, que
generalmente es de soya texturizada, se agrega a los productos analogos con el objetivo de alcanzar
una textura, sensacion en boca y apariencia similar a la de los productos carnicos, lo que se logra
gracias al proceso de extrusion, que provoca una reestructuracion de la proteina, formando una
estructura seca y expandible, que se rehidrata con facilidad generando los atributos deseados en el
producto analogo (Saldanha et al. 2021; Asgar et al. 2010).

En el caso de la estabilidad de la emulsion, el andlisis de varianza mostrd que existen
diferencias significativas en esta caracteristica de calidad de los embutidos andlogos a las

salchichas de carne (P=0,0403) pero no al compararlos con la soya.
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Figura 12. Estabilidad de la emulsion promedio de los prototipos de salchichas andlogas a las de
carne, elaboradas con los concentrados de proteina mejor evaluados (letras distintas indican que

existen diferencias significativas (p<0,05).

Como se observa en la Figura 12, el prototipo elaborado con el concentrado de frijol Cuba
liofilizado presentd un mayor porcentaje de exudados y, por tanto, una menor estabilidad que su
equivalente elaborado con el concentrado de gandul liofilizado. A su vez, el prototipo elaborado
con el concentrado de soya comercial no tuvo una estabilidad significativamente diferente a la de

prototipos elaborados con las leguminosas en estudio.
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La estabilidad de la emulsion indica la capacidad de la emulsion de retener la humedad y la
grasa durante el procesamiento, por lo cual, este pardmetro estd estrechamente relacionado con
otras propiedades de los concentrados de proteina como la capacidad de retencion de agua y aceite
(Tahmasebi et al., 2016). Segun los resultados previos, la CRA y la CRG no resultaron
significativamente diferentes entre los concentrados de proteina en cuestion, sin embargo, el
concentrado de Gan L muestra una CRG mayor, que pudo influir en su mejor desempefio
reteniendo los jugos de la emulsion durante su procesamiento.

Los resultados obtenidos son menores a los de otros productos andlogos, Arora et al. (2017)
reportan exudados entre 2,35%-4,92% para analogos de salchicha elaborados con hongos y
probando diferentes agentes aglutinantes, Rahman Mazumder et al. (2023) obtuvieron de 2,30%-
4,87% de exudados para analogos de salchicha elaborados a base setas de hongo gris y harina de
garbanzo con diferentes hidrocoloides, ademéas un 4,45% de exudado para la salchicha comercial
de soya. Mientras que Kamani et al. (2019) reportan incluso 0% de exudados para un analogo de
salchicha elaborado con aislado de proteina de soya y gluten.

Continuando con los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados, no se encontraron
diferencias significativas (p >0,05) para el pH de los prototipos de embutidos analogos a las
salchichas de carne elaborados con los concentrados de proteina mejor evaluados (Cuadro XIX de
anexos). En el Cuadro X se presenta el valor promedio de este parametro para los prototipos

elaborados.

Cuadro X. pH promedio de los prototipos de salchichas analogas a las de carne, elaboradas con

los concentrados de proteina de Gandul L, Cuba L y concentrado de soya comercial.

Promedio * desviacion estandar Potencia de la prueba
5,91 +£0,07 1,00

pH

Este resultado es un poco menor al encontrado por Majzoobi et al. (2017) cuyos analogos
de salchicha elaborados a base de soya tuvieron un pH entre 6,56 - 6,65, y al valor de pH de 7,01
reportado por Kamani et al. (2019) para el andlogo elaborado igualmente con proteina de soya.

En el Cuadro XI se muestra el resultado de las pérdidas por coccion de los embutidos
analogos a las salchichas de carne elaborados con las leguminosas en estudio. Debido a que no se
encontraron diferencias significativas en este parametro (p>0,05), el valor se reporta como el

promedio de los resultados de cada prototipo (Cuadro XVIII de anexos). Nuevamente, el valor de
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la potencia calculado indica que no se puede concluir con confianza que no existan diferencias

significativas entre los valores de pérdida por coccion de las muestras.

Cuadro XI. Pérdidas por coccion promedio de los prototipos de salchichas analogas a las de carne,

elaboradas con los concentrados de proteina mejor evaluados.

Pérdidas por coccion Promedio * desviacion estindar Potencia de la prueba
(%) 13,2+3,1 0,50

Las pérdidas por coccion se relacionan con la capacidad de la emulsion de retener el agua,
la grasa y demas ingredientes durante la coccion, esto es de gran importancia para la calidad del
embutido analogo. En general se ha reportado que la presencia de proteinas vegetales disminuye
las pérdidas por fritura gracias a su alta capacidad de estabilizar la emulsion y atrapar el agua y la
grasa, asi lo evidencian Kamani et al. (2019) en su estudio, en el que las muestras de salchichas de
pollo tuvieron una pérdida por fritura de 11,24% mientras que en las salchichas elaboradas con
aislado de soya este valor se redujo a 6,9%. El resultado promedio de las pérdidas por coccion de
los prototipos elaborados es superior al expuesto por otros autores como Majzoobi et al. (2017) que
indicaron valores entre 5,78%-8,43% para salchichas analogas elaboradas con aislado de soya y
Rahman Mazumder et al. (2023) que reportaron pérdidas por coccion de 4,08% y 6,08% para
productos analogos elaborados con setas de hongos ostra grises y harina de garbanzo, y proteina
de soya respectivamente. Esto puede atribuirse a las diferencias en las fuentes de proteinas, tipos
de aceite y aditivos en la formulacion.

A continuacion, en el Cuadro XII, se muestran los parametros de color utilizando la escala
CIE L* C, h°, para los prototipos de embutido analogo a las salchichas de carne. En la Figura 13

se presenta la imagen de las muestras evaluadas.

Cuadro XII. Parametros de color de la escala CIE L* C, h°® para los prototipos de salchichas

analogas a las de carne, elaboradas con los concentrados de proteina mejor evaluados.

Prototipo L* C* h (®)

Soya 61+2° 2+1% 71+2°
Cub4 L 64+1°? 15,4+0,6° 76+3%
Gandul L 58+2° 15,4 £0,6° 78+3%
Pr>F 0,006 0,000 0,005

*En una misma columna las letras distintas indican que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre

los promedios (+ desviacion estandar).
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Figura 13. Muestras para la determinacion de color de los prototipos de salchichas analogas a las

de carne, elaboradas con los concentrados de proteina mejor evaluados.

En el caso de la luminosidad, el prototipo de embutido elaborado con el concentrado de
frijol Cuba liofilizado presentd un valor mayor que sus similares elaborados con los concentrados
de gandul y soya. En este caso se obtuvo un comportamiento diferente al de los concentrados, ya
que para los concentrados proteicos de leguminosa el valor de luminosidad del concentrado de soya
fue significativamente mayor al de gandul L y Cuba L. Este cambio en la luminosidad puede
relacionarse con la cantidad de agua libre y la estabilidad de la emulsion en los prototipos, la mayor
cantidad de exudados en el prototipo de Cuba L pudo provocar su mayor luminosidad (Majzoobi
et al., 2017). Ademas, al disolverse el concentrado de proteina en la emulsion, se pierde el efecto
fisico del tamafio de particula de los concentrados secados por aspersion que provocaba una mayor
dispersion de la luz en estos (Dawson & Acton, 2017).

La saturacion o intensidad de tono (C*) fue mayor en el caso del embutido elaborado con
el concentrado comercial de soya e igual entre los prototipos elaborados con los concentrados de
las leguminosas en estudio, esto supone que este prototipo tiene colores mas vivos o intensos que
los elaborados con el concentrado de gandul y Cuba liofilizado. Al igual que para la saturacion, la

tonalidad (h°) de los prototipos elaborados con los concentrados de gandul y Cuba liofilizados no
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fue significativamente diferente entre si, mientras que el prototipo elaborado con el concentrado
comercial de soya si present6 una tonalidad menor, todas entre los 70°-80° que indican tonalidades
rojas y amarillas (Figura 13) (Dawson & Acton, 2017). Este comportamiento coincide con lo
expuesto para los parametros de color de los concentrados de proteina, donde el concentrado de
soya comercial present6 un valor de h® menor y un C* mayor, aunque no significativamente, que
los concentrados de gandul y Cuba liofilizados. Estos resultados indican que los concentrados de
proteina de Gan L y Cub L al aportar estas tonalidades amarillas y rojizas podrian disminuir la
cantidad necesaria del colorante utilizado para obtener el color deseado en los analogos de

embutidos de carne.
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CONCLUSIONES

La extraccion de proteina por el método de precipitacion en punto isoeléctrico permite
obtener concentrados proteicos de mas de 80% de proteina y, en el caso del extracto de
proteina de frijol Mantequilla L mayores al 90%. Los métodos de secado por aspersion y
liofilizacion no tienen efecto en el contenido de proteina de los concentrados de proteina de
una misma leguminosa.

Con la liofilizacion se consiguen mayores rendimientos de secado que con el secado por
aspersion. Ademas se obtienen concentrados con valores de Iluminosidad L*
significativamente mas bajos e intensidad de color C* maés alta que sus semejantes secados
por aspersion.

La combinacion de la fuente de proteina (leguminosa) y el método de secado no tiene un
efecto significativo en la digestibilidad in vitro de los concentrados de proteina en estudio,
que fue estadisticamente igual a la del concentrado de proteina de soya comercial.

La solubilidad de los concentrados de proteina se ve afectada por el tipo de leguminosa,
ademas, varia con el pH de la solucion, a pH 4 destaco el concentrado de Cuba SA, a pH 6
el Gandul L y a pH 8 no se encontraron diferencias significativas en la solubilidad de los
concentrados de las leguminosas en estudio.

Los concentrados de proteina liofilizados presentan mejor capacidad de retencion de grasa
que sus similares secados por aspersion.

Todos los concentrados de proteina de las leguminosas nativas reflejan mejores propiedades
emulsionantes que el concentrado comercial de soya.

El concentrado de proteina utilizado para la elaboracién de los prototipos de salchichas
analogas a las de carne tiene un efecto significativo en las propiedades de textura:
adhesividad, elasticidad, cohesividad, y masticabilidad. El prototipo de Cuba liofilizado
obtuvo mejores caracteristicas de cohesividad y masticabilidad.

Se encontraron diferencias significativas en el color de los prototipos, el prototipo de Cuba
L presentd mayor luminosidad y en comparacion con el concentrado de soya comercial los
prototipos elaborados con las leguminosas nativas presentaron tonos mas amarillentos.

La estabilidad de la emulsion de los prototipos elaborados con los concentrados de

leguminosas nativas no resultd estadisticamente diferente a la del elaborado con el
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10.

concentrado comercial de soya. Entre ambos concentrados de leguminosas nativas
evaluados, el prototipo de gandul liofilizado tiene mayor estabilidad de la emulsion.

En general con el estudio realizado se logrd caracterizar y evaluar los concentrados de
proteina de las cuatro leguminosas seleccionadas, los cuales resultaron semejantes e incluso
sobresalientes en algunas propiedades en comparacion con un concentrado comercial de
soya. Ademas, se obtuvieron importantes resultados de la aplicacion de dos de estos
concentrados en un prototipo de salchicha analoga a la de carne. Con lo que se hace un
aporte valioso al campo de las fuentes de proteinas alternativas, visibilizando proteinas

nativas subutilizadas como potenciales ingredientes en la industria de alimentos.
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RECOMENDACIONES

Optimizar las condiciones de extraccion y de secado para cada leguminosa: pH de
extraccion y de precipitacion isoeléctrica, tiempo y temperatura de extraccion y variables
del secado por aspersion, con el fin de aumentar los rendimientos y disminuir los valores
de humedad y Ay de los productos obtenidos. Esto sin dejar de considerar las propiedades
funcionales asociadas.

Segun los resultados obtenidos para las propiedades tecno-funcionales de los concentrados
de proteina, estos podrian utilizarse como fuentes de proteina vegetal en otros alimentos,
por ejemplo los concentrados de Cub SA y Gan L que presentaron mayor solubilidad a pH4
y pH6 podrian probarse en bebidas con alto contenido de proteina. Ademas, podrian
incluirse en otros productos analogos a la carne como tortas de hamburguesa, albondigas,
prefomados tipo nuggets, entre otros.

Incluir otros pardmetros para la evaluacion de la calidad nutricional de los concentrados de
proteina en estudio, por ejemplo el perfil de aminoacidos que permite valorar el aporte de
aminoacidos de la proteina y calcular la puntuacion de aminoacidos corregidos por la
digestibilidad de proteinas (PDCAAS), método utilizado de manera generalizada para la
evaluacion de la calidad de las proteinas.

Teniendo como base la formulacion utilizada para la elaboracion de los prototipos de
salchicha andloga a la de carne, puede realizarse el desarrollo del proceso y formulacion de
una salchicha andloga a las de carne con alguno de los concentrados de proteina de
leguminosas nativas evaluados. Considerando incluir la comparacioén con un producto del
mercado y la evaluacion de otros pardmetros como la calidad microbioldgica y analisis

sensoriales como el agrado general con consumidores.
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9. ANEXOS

Anexo A. Resultados de las pruebas fisicoquimicas y de funcionalidad tecnolédgica realizadas a los
concentrados de proteina de 4 leguminosas nativas, secados por aspersion y liofilizacioén posterior

a su extraccion, y a un concentrado comercial de proteina de soya.

Cuadro XIII. Valores promedio del rendimiento de extraccion, en base humeda, de los
concentrados de proteina de las 4 leguminosas en estudio.

Rendimiento de extraccion

Concentrado de proteina Repeticion

(%)

1 8,75

Mantequilla 2 8,69
3 9,25

1 7,34

Gandul 2 8,13

3 8,10

1 9,15

Cuba 2 9,93
3 10,58

1 8,40

Cabécar 2 8,11

3 9,04

Cuadro XIV. Valores promedio del rendimiento de secado, en base humeda, de los concentrados
de proteina de 4 leguminosas nativas, secados por aspersion y liofilizacion posterior a su

extraccion.
Concentrado de proteina Repeticion Rendimiento de Secado (%)

1 10,80

Mantequilla SA 2 11,73

3 12,12

1 13,86

Gandul SA 2 15,29

3 15,47
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1 13,87

Cuba SA 2 13,06
3 13,31

1 11,52

Cabécar SA 2 12,54
3 12,91

1 13,10

Mantequilla L 2 14,31
3 14,35

1 20,25

Gandul L 2 19,98
3 21,17

1 17,17

Cuba L 2 16,69

3 17,73

1 14,30

Cabécar L 2 13,97
3 15,23

Cuadro XV. Valores promedio de humedad, Ay y contenido de proteina (base himeda) de los
concentrados de proteina de las 4 leguminosas en estudio, secados por aspersion y liofilizacion y
de un concentrado comercial de proteina de soya.

Concentrado de o Contenido de
, Repeticion Humedad (%) Ay Proteina
proteina

(g/100g)

1 10,84 0,65 63,28

Soya 2 10,51 0,64 59,40

3 9,81 0,60 51,29

1 9,32 0,57 85,76

Mantequilla SA 2 10,33 0,63 95,77

3 9,76 0,60 88,76

1 8,99 0,58 83,76

Gandul SA 2 8,79 0,57 83,42

3 12,02 0,60 80,88
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1 9,61 0,54 86,32

Cuba SA 2 9,77 0,52 87,71
3 9,94 0,51 85,10

1 9,69 0,55 87,40

Cabécar SA 2 10,54 0,60 85,95
3 9,21 0,49 86,41

1 9,74 0,58 91,15

Mantequilla L 2 10,65 0,49 99,96
3 9,90 0,47 89,26

1 10,33 0,56 88,63

Gandul L 2 10,25 0,48 86,77
3 10,61 0,46 80,61

1 9,32 0,48 81,96

Cuba L 2 10,88 0,45 88,69

3 10,17 0,45 87,71

1 8,57 0,51 88,82

Cabécar L 2 10,28 0,47 84,52
3 10,09 0,46 89,08

Cuadro XVI. Valores promedio de los parametros de color de los concentrados de proteina de las
4 leguminosas en estudio, secados por aspersion y liofilizacion, y de un concentrado comercial de

proteina de soya.

Concentrado
Repeticion L* a* b* C* h (°)

de proteina
1 86,03 -1,49 16,17 16,24 84,75
Soya 2 83,72 2,22 23,38 23,48 84,56
3 80,90 2,41 23,11 23,23 84,03
1 85,11 0,21 7,44 7,44 88,36

Mantequilla
SA 2 85,18 0,76 9,49 9,52 85,40
3 83,68 0,56 8,21 8,23 86,07
1 86,07 -1,66 8,70 8,85 79,19
Gandul SA 2 86,02 -1,94 8,84 9,05 77,65
3 80,83 -1,76 8,29 8,47 77,99
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1 87,54 -2,00 6,50 6,80 72,86

Cuba SA 2 89,13 -2,05 7,70 7,97 75,10
3 86,29 -1,63 7,66 7,84 77,96

1 83,24 1,80 6,77 7,00 75,13

Cabécar SA 2 82,34 1,95 7,62 7,87 75,62
3 81,97 1,40 6,67 6,81 78,18

1 60,31 6,20 17,46 18,53 70,45

Mantequilla 2 58,20 5,50 14,22 15,24 68,85
. 3 59,21 6,16 17,09 18,16 70,17

1 63,52 0,42 17,22 17,23 88,59

Gandul L 2 63,93 0,30 17,06 17,06 88,99
3 63,60 0,70 18,54 18,55 87,84

1 68,39 -0,47 16,31 16,32 88,35

Cuba L 2 67,21 -0,43 15,87 15,87 88,46

3 67,11 1,05 19,64 19,67 86,94

1 54,51 9,60 12,63 15,87 52,75

Cabécar L 2 57,18 7,03 11,32 13,32 58,16
3 56,49 7,79 11,78 14,12 56,53

Cuadro XVII. Valores promedio de la digestibilidad in vitro y de la solubilidad (base himeda) de
los concentrados de proteina de las 4 leguminosas en estudio, secados por aspersion y liofilizacion,

y de un concentrado comercial de proteina de soya.

Concentrado de Repeticidn Digestibilidad Solubilidad (%)

proteina in vitro (g) pH 4 pH 6 pHS8

1 0,740 3,10 15,62 9,96

Soya 2 0,741 4,51 15,62 15,48

3 0,743 4,51 15,45 7,00

1 0,739 2,95 10,84 97,95

Mantequilla SA 2 0,737 4,10 9,81 84,01
3 0,743 3,28 10,08 100,20

1 0,745 5,68 14,09 91,05

Gandul SA 2 0,757 5,68 14,19 91,05

3 0,751 6,88 17,27 94,55
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1 0,763 32,41 5,65 94,95

Cuba SA 2 0,731 23,67 10,19 95,00
3 0,738 23,67 10,19 103,79

1 0,739 8,46 11,24 84,54

Cabécar SA 2 0,737 6,40 11,24 88,50
3 0,731 6,79 11,28 97,12

1 0,739 2,22 6,42 95,60

Mantequilla L 2 0,738 2,59 7,46 92,56
3 0,742 3,09 7,46 98,23

1 0,738 5,70 24,52 95,66

Gandul L 2 0,756 7,48 36,14 89,05
3 0,741 5,94 32,22 97,54

1 0,753 11,21 10,71 99,50

Cuba L 2 0,737 16,57 11,71 99,50

3 0,734 13,89 11,21 100,47

1 0,761 9,72 8,76 97,91

Cabécar L 2 0,737 5,55 12,05 94,35
3 0,730 4,02 13,82 97,71

Cuadro XVIII. Valores promedio de la capacidad de retencion de agua (CRA), capacidad de
retencion de grasa (CRG), indice de actividad emulsionante (IAE) e indice de estabilidad
emulsionante (IEE), en base humeda, de los concentrados de proteina de las 4 leguminosas en
estudio, secados por aspersion y liofilizacion y de un concentrado comercial de proteina de soya.

Concentrado de CRA CRG IAE IEE
proteina T () (®/2) (m/g) (min)

1 3,78 3,81 2,26 16,47

Soya 2 3,96 3,37 3,83 7,95

3 3,61 3,93 0,00 0,00

1 2,93 2,99 10,52 11,98

Mantequilla SA 2 2,70 2,30 9,96 16,87
3 2,91 3,88 11,08 13,89

1 2,58 3,07 11,17 28,33

Gandul SA 2 2,47 3,00 11,73 17,84

3 2,53 3,80 8,66 15,36
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1 3,34 3,28 15,63 29,76

Cuba SA 2 2,75 2,75 23,02 26,39
3 2,95 3,62 14,87 32,06

1 2,81 3,00 13,30 15,60

Cabécar SA 2 2,61 2,38 9,87 29,14
3 3,44 3,76 9,87 18,73

1 3,11 4,15 13,97 31,59

Mantequilla L 2 3,35 5,42 16,43 38,18
3 3,78 4,57 11,34 25,51

1 3,36 5,87 9,20 18,31

Gandul L 2 2,86 5,12 14,48 18,54
3 3,74 5,88 7,70 12,79

1 3,30 4,37 18,37 36,96

Cuba L 2 3,15 4,29 21,99 25,64

3 4,11 5,44 14,58 24,28

1 4,15 4,25 17,85 29,47

Cabécar L 2 4,33 4,60 19,34 31,29
3 3,97 5,46 18,60 18,18

Anexo B. Resultados de las propiedades fisicoquimicas de los prototipos de salchichas andlogas a

las de carne, elaborados con los concentrados de proteina de leguminosa mejor evaluados y un

concentrado comercial de proteina de soya.

Cuadro XIX. Valores promedio de los pardmetros de textura instrumental para los prototipos de
embutido andlogos a las salchichas de carne, elaborados con los 2 concentrados de proteina mejor
evaluados y un concentrado comercial de proteina de soya.

Prototipo Repeticion Dl(l;le)za Adh(%?l:)l dad Ela(sI:lichil()lad Cohesividad Masg\c;ll:gidad
1 16,77 -2,02 4,80 0,23 0,02
Soya 2 13,76 -0,53 5,25 0,20 0,01
3 11,46 -0,79 5,13 0,23 0,01
1 15,06 -1,98 5,11 0,28 0,02
Gandul L 2 15,08 -1,02 5,48 0,21 0,02
3 15,35 -1,30 5,56 0,21 0,02
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1 23,34 -5,35 3,98 0,33 0,03
Cuba L 2 19,57 -4,27 4,13 0,34 0,03
3 14,43 -2,01 4,57 0,30 0,02

Cuadro XX. Valores promedio de la estabilidad de la emulsion, pérdidas por coccion y pH de los
prototipos de embutido andlogos a las salchichas de carne, elaborados con los 2 concentrados de
proteina mejor evaluados y un concentrado comercial de proteina de soya.

Estabilidad de la Pérdidas por

Prototipo Repeticion emulsion (%) coceion (%) pH
1 1,06 17,72 6,01

Soya 2 0,60 11,42 5,92

3 0,95 12,11 5,92

1 0,70 16,09 6,01

Gandul L 2 0,53 9,57 5,84
3 0,80 12,18 5,84

1 1,03 15,62 5,96

Cuba L 2 0,70 10,42 5,86
3 1,14 13,43 5,86

Cuadro XXI. Parametros de color de los prototipos de embutido analogos a las salchichas de carne,
elaborados con los 2 concentrados de proteina mejor evaluados y un concentrado comercial de
proteina de soya.

Prototipo  Repeticion L* a* b* C* h (°)
1 59,81 7,48 19,37 20,77 68,88

Soya 2 62,97 6,95 19,60 20,80 70,47

3 60,33 6,82 21,94 22,98 72,74

1 56,18 3,14 14,51 14,85 77,80

Gandul L 2 59,55 3,96 14,82 15,34 75,03
3 58,98 2,59 15,82 16,03 80,69

1 62,65 3,91 14,99 15,49 75,37

Cuba L 2 64,18 4,33 14,17 14,81 73,02
3 65,29 3,27 15,70 16,04 78,23
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Anexo C. Andlisis de varianza de las propiedades fisicoquimicas y funcionales de los concentrados

de proteina de 4 leguminosas nativas, secados por aspersion y liofilizacion posterior a la extraccion,

y de un concentrado comercial de proteina de soya.

Cuadro XXII. Salida del andlisis de varianza de las propiedades fisicoquimicas de los
concentrados de proteina de 4 leguminosas nativas, obtenidos mediante 2 métodos de secado luego

de la extraccion, y de un concentrado de proteina de soya comercial.

Suma de Cuadrados
Variable respuesta GL F Pr>F
cuadrados medios
Rendimiento de 3,000 6,529 2,176 20,122 0,002
extraccion
Rendimiento de 7,000 172,010 24,573 98,032 <0,0001
secado
Ay 8,000 0,078 0,010 9,654 <0,0001
Humedad 8,000 1,749 0,219 0,351 0,932
Contenido de proteina 8,000 2506,489 313,311 23,183 <0,0001
Color
L* 8,000 3767,138 470,892 243,809 <0,0001
a* 8,000 276,783 34,598 40,542 <0,0001
b* 8,000 636,831 79,604 30,430 <0,0001
h* 8,000 2708.,942 338,618 136,256 <0,0001
C* 8,000 650,102 81,263 28,222 <0,0001

*En la mayoria de los pardmetros se evaluaron 9 tratamientos, correspondientes a los concentrados de

proteina de las 4 leguminosas en estudio, secadas por aspersion y liofilizacion y al concentrado comercial

de soya.

**En el caso del rendimiento de extraccion el total de tratamientos son 4 y corresponden a las 4 leguminosas

nativas en estudio. A su vez en el rendimiento de secado se evaluaron § tratamientos, dado que se excluye

el concentrado comercial de soya.
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Cuadro XXIII. Salida del andlisis de varianza de los parametros de la funcionalidad tecnoldgica
y la digestibilidad in vitro de los concentrados de proteina de 4 leguminosas nativas, obtenidos
mediante 2 métodos de secado luego de la extraccion, y de un concentrado de proteina de soya

comercial.
Variable respuesta GL Sumade  Cuadrados F Pr>F
cuadrados medios
Digestibilidad in vitro 8,000 0,000 0,000 0,645 0,729
Solubilidad

pH 4 8,000 1356,704 169,588 31,749 <0,0001
pH6 8,000 1202,362 150,295 32,978 <0,0001
pH 8 8,000 19121,390 2390,174 140,478 <0,0001

CRAg 8,000 6,062 0,758 8,546 0,000
CRAc 8,000 21,706 2,713 15,116 <0,0001
IAE 8,000 676,111 84,514 20,955 <0,0001

IEE 8,000 1505,556 188,194 6,882 0,001

*Se evaluaron 9 tratamientos, correspondientes a los concentrados de proteina de las 4 leguminosas en

estudio, secadas por aspersion y liofilizacion y al concentrado comercial de soya.

Anexo D. Anélisis de varianza de las propiedades fisicoquimicas de los prototipos de salchichas

analogas a las de carne, elaborados con los concentrados de proteina de leguminosa mejor

evaluados y un concentrado comercial de proteina de soya.

Cuadro XXIV. Salida del andlisis de varianza de las caracteristicas fisicoquimicas de los
prototipos de salchichas andlogas a las de carne elaborados con los concentrados de proteina de

leguminosa mejor evaluados.

Suma de Cuadrados
Variable respuesta GL F Pr>F
cuadrados medios
Perfil de textura
Dureza 2,000 43,248 21,624 3,955 0,113
Elasticidad 2,000 2,135 1,068 50,289 0,001
Cohesividad 2,000 0,020 0,010 19,062 0,009
Masticabilidad 2,000 0,000 0,000 14,017 0,016
Adhesividad 2,000 13,698 6,849 9,907 0,028
Estabilidad de la 2,000 0,123 0,062 7,967 0,040
emulsion
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pH 2,000 0,007 0,003 4,424 0,097
Pérdidas por cocion 2,000 1,940 0,970 1,171 0,398
Color
L* 2,000 50,578 25,289 24,609 0,006
a*® 2,000 25,763 12,881 85,993 0,001
b* 2,000 56,300 28,150 96,101 0,000
h* 2,000 79,743 39,871 25,089 0,005
C* 2,000 74,140 37,070 137,111 0,000

*Se evaluaron 3 tratamientos correspondientes a los prototipos de embutido analogo a la salchicha de carne
elaborados con el concentrado de proteina de gandul liofilizado, frijol cuba liofilizado y el concentrado

comercial de soya.

Anexo E. Resultados de los parametros de color a* y b* en la escala CIE L* a*b* de los
concentrados de proteina de las cuatro leguminosas en estudio, secados por aspersion y liofilizacion
y de los prototipos de salchicha anédloga a la de carne elaborados.

Cuadro XXYV. Resultados promedio de los parametros de color evaluados en la escala CIE L*
a*b* de los concentrados de proteina de las cuatro leguminosas en estudio, secados por aspersion
y liofilizacion.

Concentrado de proteina a* b*
Soya 1,1+1,5° 20,9 +2.82
Mantequilla SA 0,5+0,2° 8,4 +0,8%
Gandul SA -1,8£0,1° 8,6+0,3%
Cuba SA -1,9+0.2°¢ 7,3+£0,5%
Cabécar SA 1,7+0,3" 7,0+0,5¢
Mantequilla L 6,0+03°? 16,3 + 1,5 ¢
Gandul L 0,5+0,2° 17,6 £0,7%
Cuba L -0,44 £ 0,02¢° 16,0 +£0,2 >
Cabécar L 8,1+0,9°? 11,9 +0,5
Pr>F <0,0001 <0,0001

*En una misma columna las letras distintas indican que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre
los promedios (+ desviacion estandar).

**SA: Secado por aspersion, L: Liofilizado.
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Cuadro XXVI. Parametros de color a* y b* de los prototipos de salchichas analogas a las de carne,
elaboradas con los concentrados de proteina mejor evaluados.

Prototipo a* b*
Soya 7,1 +04° 20+1°2
Cuba L 3,8+0,5° 15,0+0,8°
Gandul L 3,2+0,7° 15,0+0,7°

Pr>F 0,001 0,000

*En una misma columna las letras distintas indican que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre

los promedios (+ desviacion estandar).
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