TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO=

de Teziutlan

INSTITUTO TECNOLOGI?O SUPERIOR
DE TEZIUTLAN

©

“Efecto del proceso de coccidon del ayocote (Phaseolus
coccineus) sobre el contenido de compuestos fenodlicos”

PRESENTA:

MARIA LIZBETH VAZQUEZ GARCIA

CON NUMERO DE CONTROL
19TE0556

PARA OBTENER EL TITULO DE:
INGENIERA EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

CLAVE DEL PROGRAMA ACADEMICO
11IAL-2010-219

DIRECTOR (A) DE TESIS:
DRA. MAYRA NICOLAS GARCIA

“La Juventud de hoy, Tecnologia del Mafiana”

TEZIUTLAN, PUEBLA, FEBRERO 2024 @

Sub_Aca 05b



TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
INSTITUTO TECNOLOGICO SUPERIOR DE TEZIUTLAN

CARTA DE CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de Teziutlan, Puebla., el dia 09 del mes de enero del afio 2024, la que
suscribe Maria_Lizbeth Vazquez Garcia de la carrera de Ingenieria en
Industrias Alimentarias con numero de control 19TE0556, adscrita al Instituto
Tecnoldgico Superior de Teziutlan, manifiesta que es autora intelectual del
presente trabajo de Tesis de licenciatura bajo la direccion de la Dra. Mayra
Nicolas Garcia y Dra. Julieta del Carmen Villalobos Espinosa ceden los
derechos del trabajo titulado_“Efecto del proceso de coccion del ayocote
(Phaseolus coccineus) sobre el contenido de compuestos fendlicos”, al

Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan y a los directores del proyecto para su
difusion, con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas
odatos del trabajo sin el permiso expreso del autor y/o director (es) del trabajo.
Este puede ser obtenido escribiendo a las siguientes direcciones:
mayra.ng@teziutlan.tecnm.mx; julieta.ve@teziutlan.tecnm.mx,
L19TEQS556@teziutlan.tecnm.mx; si el permiso se otorga, el usuario debera dar el
agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo.

A
/

/
Maria Lizbeth Vazquez Garcia

Alumna

Vo. Bo
W

Dra. Mayra®Nicolas Garcia Dra. Julieta del Carmen Vilalobos Espinosa
Director (a) de Tesis Director (a) de Tesis




Preliminares



Agradecimientos

A la universidad que es el Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan que me dio la
oportunidad de estudiar la carrera de Ingenieria en Industrias Alimentarias de las
cuales curse 4 afios y medio con mucho esfuerzo, dedicacién y sacrificio. Aprendi que
es el momento de ver las cosas como una persona responsable que deja de ser joven
para convertirse en una persona adulta y que hay que afrontar los problemas que se

nos presenten.

Gracias a la institucién me llevo ensefianzas de vida que forman parte de mi vida y que
afectan de alguna manera la persona que soy hoy en dia y deseo ser mejor de lo que

soy ahora.



Dedicatoria

A Dios

Por ser alguien que ha estado conmigo en los tiempos buenos como en los tiempos
malos, el cual me llena de paz porque él es el Unico que sabe de mis preocupaciones
mas intimas y por mis aspiraciones y doy gracias por sus bendiciones por él estoy

concluyendo una parte de mi vida en el ambito académico.

A mis padres
Porque sin ellos no podria haber estudiado y a ver llegado hasta donde estoy ahoray

por sus palabras de aliento para no poder rendir tan facilmente.

A mi hermano
Por ser un ser especial en mi vida que me llena de alegria, que siempre me hace reiry
por ayudarme a buscarle el lado positivo a mis problemas y por ello culminar conmis

estudios.

A mis tios

Por ser unas personas que me dan su apoyo incondicionalmente.

A mis asesoras

Dra. Mayra Nicolas Garcia por ser una persona que me alienta a seguir esforzandome sin
importar los problemas que se tengan y por ser una persona paciente, tolerantey sobre
todo positiva ante cualquier situacion; a la Dra. Julieta del Carmen Villalobos Espinosa,

por brindarme todo su apoyo para poder concluir este trabajo.



Resumen

El ayocote es una leguminosa que destaca por sus coloraciones y por el tamano que
posee ante las demas variedades del género Phaseolus por lo que es de interés en el
ambito del estudio, estos cuentan con distintos compuestos bioactivos que son buenos
para la salud. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del proceso de
coccion de 5 variedades de ayocote (Phaseolus coccineus) sobre los compuestos
fenolicos. Se analizaron 5 variedades de color negro, morado, café, beige vy lila. La
extraccion de los compuestos fendlicos se realizaron mediante el método maceracion
y bafio en ultrasonido utilizando una solucidon acetona, agua y acido acético
(70:29.5:0.5; v/v/v). Se realizé la identificacion (flavonoides y taninos) y cuantificacion
de compuestos fenodlicos (Folin-Ciocalteu) y capacidad antioxidante (DPPH). Los
resultados mostraron variaciones en la presencia de flavonoides y taninos,
observandose una disminucion con respecto al método de extraccién en ultrasonido y
por el proceso de coccién de las semillas, de las cuales hubo mayor pigmentacion en
extraccion por maceracion. El contenido de la cuantificacion de fenoles totales y
capacidad antioxidante mostraron diferencias con respecto al método de extraccion. El
método por ultrasonido presentd mayor concentracion en la cuantificacion de fenoles
totales oscilando de 5.87 a 72.12 mg EAG/ 100 g para extractos en crudo y cocido a
diferencia de la maceracion (2.62 a 21.42 mg EAG/ 100 g, respectivamente). Para la
capacidad antioxidante se obtuvieron valores que van desde 39.17 a 181.56 mg ET/
100 g por ultrasonido en extractos en crudo y cocido, observando una disminucion en
maceracion con valores de 16.69 a 47.60 mg ET/ 100 g en extractos crudo y cocidos.
El proceso de coccion ocasiono una disminucién de fenoles totales, indicando que estos

se lixivian en el agua de coccion.

Palabras clave: Ayocote, coccion, flavonoides, taninos, fenoles totales, antioxidantes.



Abstract

Ayocote is a legume that differs from other varieties of the Phaseolus genus because
of its coloration and size, which makes it of interest in the field of study, as it contains
different bioactive compounds that are good for health. The aim of the present work
was to evaluate the effect of the cooking process of 5 varieties of ayocote ( Phaseolus
coccineus) on phenolic compounds. Five varieties were analyzed: black, purple, brown,
beige and lilac. The extraction of phenolic compounds was carried out by the
maceration and ultrasonic bath method using a solution of acetone, water and acetic
acid (70:29.5:0.5; v/v/v). Identification (flavonoids and tannins) and quantification of
phenolic compounds (Folin-Ciocalteu) and antioxidant capacity (DPPH) were
performed. The results showed variations in the presence of flavonoids and tannins,
showing a decrease with respect to the ultrasound extraction method and by the
cooking process of the seeds, of which there was greater pigmentation in extraction by
maceration. The content of total phenol quantification and antioxidant capacity showed
differences with respect to the extraction method. The ultrasound method showed
higher concentration in the quantification of total phenols ranging from 5.87 to 72.12
mg AGE/100 g for raw and cooked extracts, as opposed to maceration (2.62 to 21.42
mg AGE/100 g, respectively). For the antioxidant capacity, values ranging from 39.17
to 181.56 mg ET/ 100 g were obtained by ultrasound in raw and cooked extracts,
observing a decrease in maceration with values from 16.69 to 47.60 mg ET/ 100 g in
raw and cooked extracts. The cooking process caused a decrease in total phenols,

indicating that these are leached in the cooking water.

Keywords: Ayocote, cooking, flavonoids, tannins, total phenols, antioxidants.



Introduccion

El ayocote (Phaseolus coccineus) es una leguminosa perteneciente al género
Phaseolus, su cultivo, comercializacion y consumo a nivel nacional e internacional es
menor en comparacion con el frijol comun (Phaseolus vulgaris) que se produce en un
48.2%. Por esta razdn, no es tan cosechada ya que solo es consumida a nivel local por
los agricultores o son vendidos dentro de los mercados locales dependiendo de la zona
en la que fueron cosechados (Lopez, 2018). El ayocote aporta nutrientes como
proteinas, lipidos, minerales, fibra dietética, carbohidratos y posee una gran cantidad
de almiddn. Sin embargo, de manera similar a las semillas de frijol comun, las semillas
de frijol ayocote pueden presentar factores antinutricionales que incluyen inhibidores
enzimaticos, hemoglutininas, oligosacaridos, taninos, fenoles y acido fitico (Vazquez
&Taboada, 2023). Ademas, el ayocote se puede diferenciar a simple vista ya que tiene
un tamafo particularmente mas grande que la del frijol comun, asi como el color de la
testa de la semilla reportandose coloraciones como negro, café, beige, morado, lila,
moteados y blanco (Vargas et al., 2011).

Se ha evidenciado que la coloracion se relaciona con la presencia de fitoquimicos. Los
compuestos fendlicos presentan propiedades antioxidantes por lo que pueden prevenir
el dafo oxidativo, muy relacionado con el inicio de diversas enfermedades. La mayoria
de los compuestos fendlicos son bioaccesibles y biodisponibles mediante vias
mecanicas, enzimaticas y quimicas (Cereceres, 2020). Estos compuestos en alimentos
de origen vegetal aportan en la calidad sensorial, contribuyen en la pigmentacién tales
como las antocianidinas que son responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja
y purpura de la mayoria de las plantas y de sus productos. Ademas, la reaccion de
oxidacion de los compuestos fendlicos hacia la formacién de quinonas, catalizada por
las enzimaspolifenol oxidasas, produce un pardeamiento enzimatico en los alimentos
(Cosi, 2020).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos tiene interés desde un punto de
vista tecnoldgico y nutricional. Asimismo, estos compuestos intervienen como

antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la obtencion y preparacion de



alimentos con un alto contenido en estos compuestos supone una reduccién en la
utilizacion de aditivos antioxidantes, a la vez que se obtienen alimentos mas saludables
(Coa, 2020). El ayocote es de interés para la investigacidon con respecto a sus
propiedades fisicas, quimicas y nutricionales en los estados de madurez, como semilla
seca y durante su procesamiento que incluye la coccién. Por lo anterior, el objetivo fue
evaluar el comportamiento de los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

después del proceso de coccidn del ayocote.
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1.1 Descripcion de la Empresau Organizacion

1.1.1 Antecedentes
El Instituto tecnoldgico Superior de Teziutlan, inicio actividades el primer dia del mesde

septiembre del afio de 1993 ofreciendo las carreras de Ingenieria Industrial y
Licenciatura en Administracion, siendo el primer Tecnoldgico Descentralizado del
Estado de Puebla. El Instituto se certificd a través de la Norma ISO 9001-2008 que
recibid en el afio 2006 del mes de abril de la empresa QMI-SAIGLOBAL, quien la certifica
como una Institucion de Calidad en su proceso de Ensefianza — Aprendizaje. Asi como,
certificacion del Sistema de Gestion Ambiental bajo la Norma ISO-14001:2004.

El Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan (Figura 1), ofrece las carreras de:
Ingenieria en Gestion Empresarial, Ingenieria en Industrias Alimentarias, Ingenieria en
Sistemas Computacionales, Ingenieria Industrial, Ingenieria Informatica e Ingenieria
Mecatrénica que cuentan con certificaciones como CONAIC (Consejo Nacional de
Acreditacion en Informatica y Computacion), CACECA(Consejo de acreditacion para la
Ensefianza de la Contaduria y Administracién) y CACEI (Consejo de Acreditacion de la

Ensenanza de la Ingenieria). Actualmente, se incorpord la carrera de Turismo.

Figura 1. Plantel del Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan.
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1.2 Problemas de Investigacion

El ayocote (Phaseolus coccineus) es una leguminosa (Fabaceae) poco conocida,
comercializada y consumida. Los principales estados productores de ayocote son
Puebla y Morelos, con una superficie sesmbrada en conjunto de 946 ha de frijol ayocote,
donde la produccién anual es de 825 t con un rendimiento promedio de 0.87 t/ ha
(Victoria et al., 2023). En la sierra nororiental del estado de Puebla se cultivan diversas
variedades o coloraciones de ayocote, sin embargo, se carece de la informacion
nutricional y la presencia de compuestos bioactivos. Asi mismo, el comportamiento de
estos componentes después de su procesamiento térmico. A pesar de ser una buena
fuente de nutrientes, las variedades en estudio no han sido evidenciadas, considerando
que la composicién del ayocote varia de acuerdo a factores como variedad, ubicacién

geografica, condiciones climaticas y de cultivo.

1.3 Preguntas de Investigacion

1.- ¢Qué compuestos fendlicos se encuentran presentes en las variedades de ayocote?
2.- ¢El proceso de coccion tiene un efecto en el contenido fendlico de las variedades?

3.- éCudl de todas las variedades del ayocote analizadas poseen un valor mayor de

compuestos fendlicos?

14



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del proceso de coccion del ayocote (Phaseolus coccineus) sobre el

contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el método de extraccién (maceracion y ultrasonido) de compuestos fendlicos en

ayocote crudo y cocido.
» Cuantificar el contenido fendlico de extractos de ayocote.

» Determinar la capacidad antioxidante de extractos fendlicos de ayocote crudo y cocido.

1.5 Justificacion de la Investigacion

Se ha informado que el ayocote es buena fuente de nutriente. Ademas, es una fuente
de compuestos bioactivos de interés para el beneficio de la salud mediante la
prevencién de enfermedades cronico-degenerativas como los compuestos fendlicos
que son de interés para su estudio. El ayocote predomina por sus coloraciones en la
testa de la semilla y de su tamafio. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
extraer compuestos fendlicos mediante maceracién y ultrasonido de ayocote crudo y

cocido, asi como su identificacidn y cuantificacion.

1.6 Hipotesis

El proceso de coccion de las variedades de ayocote influye en el contenido de

compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

15



Capitulo 11

Marco teorico
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2.1 Ayocote (Phaseolus coccineus)

Phaseolus coccineus comunmente es conocido como ayocote o ayecote (nahuatlismo
de ayecohtli) (Ruiz et al., 2019). Es una leguminosa que se origina y doméstica en
México el cual se ubica en las zonas altas de los estados de Puebla, Oaxaca, y Chiapas.
Existen diversas coloraciones desde las moradas, negras, cafés, beige, lilas, blancas,

rosas, hasta moteados como se puede observar en la Figura 2 (SITU, 2016).
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Figura 2. Variedades de Ayocote (Phaseolus coccineus).
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2.1.1 Descripcion Botanica y Taxonomica de Phaseolus coccineus

El ayocote es una leguminosa que se clasifica dependiendo a la planta ya que si esta
es doméstica se le da por nombre Phaseolus coccineus'y si es silvestre lleva por nombre
Phaseolus formosus. Se comprobd que no hay diferencia entre las dos taxonomias de
las dos plantas por lo que el ayocote es el nhombre que se le da a la planta que esta
domesticada y como no hay diferencia significativa entre las dos plantas, a ambas se
les denomina como ayocote. Ambas semillas se muestran variaciones graduales de
caracteres tales como tamafio y color de la flor, tamafo de las bracteas, tamafio y
pubescencia de las bractéolas (Vazquez, 2021). En la Tabla 1 se presenta la taxonomia

del ayocote.

Tabla 1. Taxonomia del frijol ayocote (Phaseolus coccineus).

Género Phaseolus
Reino Plantae
Especie Phaseolus coccineus
Division Magnoliophyta (Plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotileddneas)
Familia Fabaceae
Orden Fabales

Fuente: Vazquez (2021).
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2.1.2 Importancia del Ayocote

El ayocote es poco cultivado y consumido en México. Sin embargo, en regiones de

Europa principalmente Espafia, Holanda y Reino Unido su consumo ha sustituido al

frijol comun (Phaseolus vulgaris) y se consume principalmente en su presentacion de

ejote y de grano seco en el sur de Italia. Por otra parte, se ha notado su cultivo yconsumo

en Japon principalmente en zonas montafosas (Ruiz et al., 2019). El frijol ayocote

proporciona un bajo contenido lipidico, con sodlo el 1.7%; sin embargo, contiene fibra

dietética (5.4%) compuesta por pectinas y amilopectinas; sus enzimasy sobre todo las

fibras mejoran la digestién porque nutren a la microbiota intestinal y por lo tanto

estimulan al sistema inmunoldgico (Espinosa, 2016). Asi como, otros nutrientes que se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion mineral de Phaseolus coccineus.

Nutriente Contenido (mg)
Calcio 116
Fésforo 262
Hierro 6
Potasio 1359
Magnesio 138
Sodio 12
Contenido (pg)
Zinc 2790
Selenio 1
Vitamina A 0.5

Fuente: Espinosa (2016).
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2.2 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos engloban a todas aquellas sustancias que poseen varias
funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno unidas a estructuras aromaticas o
alifaticas. Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios que juegan una serie
de funciones metabdlicas como en el crecimiento y reproduccién, proteccion contra el
estrés como la radiacion UV, en la proteccion contra patdgenos externos vy
depredadores. Estos compuestos son responsables del color y las caracteristicas
sensoriales de las plantas y alimentos (Ayala, 2022). Estos compuestos participan en
diversas funciones, tales como la asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica, la
actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacion de componentes estructurales, la
alelopatia y la defensa ante los factores adversos del ambiente (Garcia & G, 2020). La
cantidad de compuestos fendlicos en un alimento varia en funcion de la especie,
variedad y parte del vegetal considerada (fruto, semillas, brotes, hojas), tiempo de
exposicion solar, grado de madurez, condiciones de cultivo, procesado y condiciones

de almacenamiento (Ayala, 2022).

2.2.1 Estructura Quimica de los Compuestos Fendlicos

Para comprender la estructura quimica de los compuestos fendlicos es importante
comenzar con el fenol, que es la molécula basica (Figura 3). El fenol se compone de un
anillo aromatico (fenil) unido a un grupo hidroxilo (OH). La presencia del anillo
aromatico hace que los acidos débiles, generando un efecto inductivo en el hidrogeno
del grupo hidroxilo. El anillo aromatico juega un papel importante en laspropiedades
antioxidantes (Pefarrieta et al., 2014). Dependiendo del nimero de anillos fendlicos y
los grupos funcionales presentes, los compuestos fendlicos se dividen en varias clases
y subclases diferentes. Los principales grupos de polifenoles incluyen acidos fendlicos,

estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Aldegheri, 2023).
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OH

Figura 3. Estructura quimica del fenol (Penarrieta et al., 2014).

2.3 Clasificacion de los Compuestos Fenolicos

2.3.1 Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de esta clasificacion,
dividiéndose en varias subclases con mas de 5000 compuestos, siendo los polifenoles
mas distribuidos en las plantas (Ros, 2000). Estos compuestos son los responsables de
los colores amarillo, rojo y azul en los alimentos de origen vegetal tales como uvas,
manzanas, cebollas, cerezas, repollos, entre otras. Se clasifican de acuerdo al origen
biosintético tales como antocianinas, flavonas, flavonoles, flavanos, flavanonas e
isoflavonoides. Estructuralmente se caracterizan por poseer un esqueleto basico de 15
atomos de carbono, en una secuencia de enlace C6-C3-C6, que corresponde a dos
anillos aromaticos A y B, unidos por un fragmento de 3 atomos de carbono, esta union
puede o no dar origen a un tercer anillo. Los flavonoides estan compuestos de dos
anillos fenilos (A y B), ligados mediante un anillo pirano (C) como se muestra en la
Figura 4. Un esqueleto de difenilpirano: C6-C3-C6, es comun en la mayoria de los
flavonoides, gracias a las variaciones del pirano se logran clasificar. Los miembros de
esta familia se diferencian entre si por el grado de instauracion del anillo C vy
sustituyentes que presenten. Los flavonoides son compuestos de origen natural que

presentan una diversidad de actividades bioldgicas, entre las que se destacan su accién
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antioxidante. La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacion
de sus propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, ademas

de la inhibicion de las oxidasas y desactivacién de oxigeno singulete (Diaz, 2020).

Figura 4. Estructura de los flavonoides (Herrera, 2014).

2.3.2 Taninos

Los taninos se pueden definir como compuestos fendlicos que son de origen vegetal
con masas moleculares relativamente elevadas y propiedades astringentes. Se pueden
encontrar en diferentes partes de la planta como puede ser hoja, tallo, raiz, corteza,
semilla. Los taninos quimicamente se caracterizan por su contenido de grupos
funcionales fenodlicos. En ocasiones, estan en forma de glucdsidos, con diferentes
azucares en su molécula, también en otros estan exentos de ellos, son solubles en
agua e insolubles en la mayoria de los solventes organicos y forman soluciones
coloidales y no son cristalizables (Guevara & Martinez, 2023). Los taninos se pueden
clasificar en el tipo de estructura base que el tanino presente, dando asi lugar a dos

clases: taninos hidrolizables y taninos condensados (Figura 5).

Los taninos hidrolizables son poliésteres que se encuentran compuestos por un

polialcohol o un azlcar y por acidos organicos, el azucar principal que contienen es la
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glucosa, pero en otras ocasiones se pueden encontrar la fructuosa, xilosa y sacarosa.
En dependencia del acido utilizado para su hidrdlisis se pueden encontrar los
elagitaninos los cuales son derivados del acido elagico y también los galotaninos los
cuales son derivados del acido galico, estos compuestos producen reaccion de
coloracién al hacerse reaccionar con FeCls dando como resultado la aparicion de
coloracion azul. Los taninos condensados o proantocianidinas fueron definidos como
“polimeros donde la unidad estructural es el nicleo de flavan-3-ol, tales como
catequina y/o epicatequina y epigalocatequina. Formados por la union de dos a seis
unidades, los cuales se unen en posicion del carbono 4 y 8”. Al reaccionar con FeCls

dan como resultado coloracion verde (Avello, 2016; Guevara & Martinez, 2023).

O OH on

OH

HO OH
OH

a) Acidos Galico b) Catequina

Figura 5. a) Estructura de taninos hidrolizables y b) estructura taninos condensados
(Avello, 2016).
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3.1Procedimiento y Descripcion de las Actividades

Realizadas

3.1.1 Desarrollo Experimental

Crudo

Ayocote
(Phaseolus coccineus)
+ Negro
* Morado
Clasificacion » « Café
+ Beige
« Lila
Semilla » Proceso de coccion
Deshidratacion
Molienda a !

Identificacion de

compuestos
fenadlicos

I

Obtencidn de la harina

k.

Extraccion de compuestos

fendlicos

h 4

A

A 4

Flavonoides
Taninos

Maceracion y Bano en ultrasonido

Cuantificacion de

Solucion Acetona, agua, acido compuestos

acético (70:29.5:0.5; v/v/v) fendlicos

+ Determinacion de
fenoles totales

« Capacidad
antioxidante
frente al radical
DPPH

Figura 6. Diagrama experimental.
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3.1.2 Obtencion de las Muestras

El ayocote se obtuvo del mercado local “Victoria”, ubicado en avenida Cuauhtémoc,
73800Teziutlan, Puebla. Las semillas se clasificaron de acuerdo al color obteniendo

variedades negro, morado, café, beige, lila.

3.1.3 Obtencion de la Harina Cruda

Una vez que se obtuvo la materia prima se clasificaron los ayocotes dependiendo del
tipo de coloracién de la testa, ya que esta variedad de leguminosa posee distintas
coloraciones dentro de la misma vaina. Una vez que se clasificaron se procedioé a moler
en una licuadora SLOPE OSTERIZER® modelo 6662 lo mas fina posible cada una de las
variedades escogidas para su andlisis, se tomaron solo los frijoles de color negro,
morado, café, beige y lila. Se puede mostrar en la Figura 7 la harina cruda de ayocote
molida.

Figura 7. Harina de ayocote crudo.
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3.1.4 Proceso de coccion y Obtencion de la Harina

Se pesaron 150 g de semillas y se sometieron al proceso de hidratacién con 450 mL de
agua destilada durante 24 h, una vez transcurrido el tiempo se colocaron en ollas con
capacidad de un 1 L por variedad, en cada olla se le agregaron 450 mL de agua
destilada nuevamente, se dejaron a temperatura minima durante 70 min.
Posteriormente, las semillas cocidas se colocaron en un deshidratador de modelo
Iproods y se dejaron durante 19 h a una temperatura de 55 °C. Finalmente, se procedid
a la molienda en un mortero y una licuadora SLOPE OSTERIZER® (Modelo 6662) para

disminuir el tamafo de particula como se muestra en la Figura 8.

Figura 8. Harina de ayocote cocida.

3.2 Extraccion de los Compuestos Fenolicos

Los compuestos fendlicos en las muestras de ayocote en harina cruda y cocida se

extrajeron mediante las técnicas de maceracién y bafo en ultrasonido.
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3.2.1 Extraccion por Maceracion

Para la extraccion por maceracién se siguid la metodologia descrita por Bochi et al.
(2014) con algunas modificaciones. La extraccién se realizd usando una relaciéon 1:10
(p/v) con la solucidn de acetona, agua y acido acético (70:29.5:0.5; v/v/v) durante 24
h con agitacién magnética y en la oscuridad. Posteriormente, se centrifugd a 2432 xg
durante 15 min a temperatura ambiente (Figura 9), se filtrd para eliminar impurezas y

se almacend en frascos ambar a una temperatura de -20 °C para su posterior analisis.

Figura 9. Muestra de maceracion.

3.2.2 Extraccion por Baiio en Ultrasonido

La extraccion por ultrasonido se realizd en un bafo ultrasdnico (BRANSON, modelo
M1800-H) utilizando la metodologia descrita por Jiang et al. (2017) con modificaciones.
En un tubo para centrifuga se agregd 0.5 g de harina de ayocote y se mezclé con 15

mL de la solucidn de acetona, agua y acido acético (70:29.5:0.5; v/v/v). Después se
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colocaron en el bafio ultrasénico como se muestra en la Figura 10 a temperatura
ambiente y a 40 kHz durante 15 min. Posteriormente, los extractos resultantes se
centrifugaron a 2432 xg durante 15 min y se filtraron. El extracto se almacené a -20

°C para su posterior analisis.

Figural10. Bano en ultrasonido de muestra de ayocote.

3.2 Identificacion de Compuestos Fenodlicos

3.3.1 Identificacion de Flavonoides por el Ensayo con Alcali

En tubos de ensaye se colocd 1 mL de extracto y 5 gotas de NaOH al 5%. Si presento
las coloraciones mencionadas, si hay presencia de flavonoides como se muestra en la

Figura 11.

e Flavonas, flavanoles e isoflavonas: amarillo
e Flavanonas y flavanol: amarillo o naranja

e (Calconas: naranja a rojo
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Figurall. Identificacién de flavonoides por medio del ensayo de alcali en variedades

de ayocote.

3.3.2 Identificacion de Flavonoides

En esta prueba se anadieron 0.6 mL de cloruro de aluminio al 1% a 1 mL de extracto.
Si se observo una coloracion amarilla indica si hay presencia de flavonoides como se

observa en la Figura 12.
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Figural2. Identificacion de flavonoides en variedades de ayocote.

3.3.3 Identificacion de Taninos

En un vaso de precipitados se colocé 1 mL del extracto en un tubo de ensaye, lo cual
se le agrego 5 gotas de cloruro férrico al 0.1% y si presentaron coloraciones de verde
o azul-negra se confirmara la presencia de taninos como se muestra en la Figura 13.

= - "':_‘—__“ g C'f

-a:’-su- T

Figura 13. Identificacién de Taninos en variedades de ayocote (negro,
morado, café, beige vy lila).

31



3.4 Cuantificacion de Compuestos Fenolicos

3.4.1 Determinacion del Contenido Fenodlico

El contenido de fenoles totales se cuantifico por el método de Folin-Ciocalteu descrito
por Singleton et al. (1999) con algunas modificaciones. En una celda de plastico se
anadié 100 pL del extracto o solucion estandar; se colocaron 500 pL de solucion del
reactivo de Folin-Ciocalteu/agua (1:2 v/v). Posteriormente se afiadié y se mezclé 400
UL de solucién de carbonato de sodio (Na>COs) al 10%. La solucidn se incubo en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. La absorbancia se midié con un
espectrofotdmetro UV visible (VELAB, modelo VE 5100UV) a 765 nm (Figura 15). El
contenido de fenoles totales se calculd utilizando una curva estandar de acido galico
(0.1 mg/mL) como se muestra en la Figura 14 y los resultados se expresaron como mg
equivalentes de acido galico (EAG)/g de muestra en peso seco como se muestran en
la Tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones para la realizacion para la curva de acido galico al (0.1

mg/mL).

, Concentracion de acido Ac. Galico Agua

Namero o .
galico (mg/mL) (puL) destilada (pL)

1 0 0 1000
2 0.02 200 800
3 0.04 400 600
4 0.06 600 400
5 0.08 800 200
6 0.1 1000 0
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Figura 14. Curva de acido galico (0.1 mg/mL).

Abs

0.450
0.400
0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

Curva de Ac. gélico

y =3.7762x+ 0.0245
R*=0.9964

0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Concentracion (mg/mL)

Figura 15 .Medicion de la absorbancia de fenoles totales.

0.12
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3.4.2 Capacidad Antioxidante por el Método DPPH (1-difenil-2-

picril-hidrazilo)

La captacion del radical libre DPPH se realizd de acuerdo al método descrito por
Udenigwe et al. (2009) con modificaciones. Se afadieron 200 yL del extracto fendlico
y 800 pL del radical DPPH (100 pM). Las celdas de plastico se mantuvo protegida de la
luz a temperatura ambiente durante 30 min (Figura 17), se leyd a 515 nm en un
espectrofotdmetro UV visible VELAB modelo VE 5100UV. Se realizd una curva tipo de
Trolox (0.1 mg/mL) (Figura 16), los resultados se expresaron como mg equivalentes a

trolox (ET)/g de muestra en peso seco como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones para la realizacion de la Curva tipo Trolox al (0.1 mg/mL).

Niimero Concentracion de Trolox Trolox (uL) _I-\gua
(mg/mL) destilada (pL)

1 0 0 1000

2 0.02 200 800

3 0.04 400 600

4 0.06 600 400

5 0.08 800 200

6 0.1 1000 0
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Curva de trolox
0.35
..... y=-1.345x+ 0.3281
03 [T — 2-0.9383
o2 | e

0.2

Abs

0.15
0.1

0.05

0 001 002 003 004 005 00D 007 0.08 0.09

Concentracion (mg/mL)

Figura 16. Curva de Trolox (0.1 mg/mL).

Figura 17. Celdas en reposo por 30 min para capacidad antioxidante.
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3.5 Analisis Estadistico

Los datos que se utilizaron para realizar el andlisis estadistico fueron la variedad de
ayocote, la extraccién de compuestos fendlicos, el estado de la harina, los fenoles
totales, capacidad antioxidante y la significancia que se utilizo fue de (p<0.05) para lo
cual se utilizd un andlisis de varianza ANOVA con el fin de identificar la variacion
existente en cada uno de los triplicados, realizados en el software Minitab para

Windows.
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Capitulo IV

Resultados y Discusion
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4.1 Identificacion de Flavonoides y Taninos

En la Tabla 5 se evidencid la presencia de flavonoides en las variedades de ayocote
crudo y cocido. Los extractos obtenidos por el proceso de maceracion presentaron
mayor pigmentacidon. Por otra parte, se observd que las muestras de color negro,
morado y café presentaron mayor pigmentacion con respecto a las variedades claras.
Aldegheri (2023) menciona que la extraccion por maceracion utiliza medios como la
agitacion se emplean disolventes polares, como por ejemplo agua, etanol entre otras.
Sin embargo, estos métodos suelen tener ciertas limitaciones, como la degradacién de

los compuestos de interés por los tiempos largos de extraccion.

Ademas, otro de los factores que intervino para la obtencién de flavonoides y taninos
fue el estado en crudo y cocido de la harina en los extractos evaluados. Pérez et al.
(2020) mencionan que esto se debe a que el efecto del cocimiento se ve reflejado en
algunas de las muestras decreciendo o bien aumentando su rendimiento. Se sabe que
el cocimiento puede llegar a degradar los compuestos influyendo en el rendimiento final.
Por otra parte, puede haber una transformacion de ellos y la formacién de nuevos
compuestos ya que la temperatura afecta a las estructuras formando nuevas moléculas.
Alcazar et al. (2020) determinaron un contenido de 1.4 a 1.8 mg QE/g para flavonoides
y 1.34 a 1.70 mg CAE/g de taninos condesado en ayocote morado en su estado en

crudo.
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Tabla 5. Identificacion de flavonoides y taninos en diferentes variedades de ayocote
crudo y cocido.

Flavonoides

. IMétodo AICk 2Método alcall “Taninos
Variedad : =~
Extraccion por maceracion
CR CO CR CO CR CO
Negro ++ ++ ++b +++P ++ +++
Morado +++ +++ ++P ++b ++ +++
Café ++ ++ +++b ++b ++ +++
Beige ++ ++ +4b ++4P ++ +++
Lila + + ++b +b ++ +++
Extraccion por ultrasonidos
Negro +++ + ++2 +b + +
Morado ++ + ++2 +b + +
Café + + ++4b +b + +
Beige + + ++b +b + +
Lila + + ++2 + + +

CR: Crudo ; CO: Cocido

!Flavonoides totales (Coloracion amarilla): Bajo (+), medio (++), alto (+++).

%Flavonoides: a) Amarillo (Flavonas, flavanoles e isoflavonas), b) amarillo o naranja (Flavanonas y
flavanol) y c) naranja a rojo (Calconas).

3Coloracion verde o azul-negra: Bajo (+), medio (++), alto (+++).
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4.2 Cuantificacion de Fenoles Totales y Capacidad

Antioxidante

En la Tabla 6 se observd que la variedad de ayocote beige presentd un contenido de
fenoles totales mayores que en las otras variedades de ayocote obteniendo un promedio
de 72.12 mg EAG/ 100 g en su estado en crudo por ultrasonido en comparacion con la
variedad de ayocote lila por lo que se obtuvo un promedio de 2.62 mg EAG/100 g. El
mejor rendimiento se obtuvo por el método de extraccién por ultrasonido. Aldegheri
(2023) indicd que la extraccidn asistida por ultrasonidos es una de las técnicas mas
prometedoras debido a su bajo consumo energético, con menores temperaturas de
trabajo y tiempos de extraccidn, asi como también requiere una menor cantidad de
disolvente y aumenta la eficiencia de extraccidn. Por otra parte, Rochin (2021) menciona
que el contenido de compuestos fendlicos entre las diferentes variedades de frijol podrian
ser atribuidas a las caracteristicas genéticas, propiedades fisicas de los granos vy
particularmente a la relacion de la distribucién anatdémica de los diferentes componentes
del frijol; ya que la testa es la estructura del grano donde son sintetizados la mayoria de

los compuestos fendlicos.

Los resultados obtenidos en la capacidad antioxidante frente al radical libre se presentan
en la Tabla 7 de las cuales la variedad de ayocote que presentd una mayor contenido en
la capacidad antioxidante fue la del ayocote beige en su proceso de coccidén en maceracién
en un promedio de 30.87 mg ET/ 100 g que con la variedad de ayocote café es menor
tanto en maceracion y ultrasonido en estado de coccidn de los cuales se obtuvo un valor
de 16.69 a 27.43 mg ET/ 100 g. Alcazar et al. (2020) realizaron la cuantificacion para
fenoles totales en el ayocote de color morado obteniendo de 627.4 a 506.0 mg GAE/g a
diferencia de los resultados obtenidos que se realizaron en la 5 variedades de ayocote.
Por otra parte, Martinez & Lépez (2013) determinaron la actividad antioxidante de frijol

comun cocido con un valor de 0.7 a 37.4 pg/mL.
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Tabla 6. Contenido de fenoles totales (mg EAG/ 100 g) en 5 variedades de ayocote crudo y cocido.

Método Variedad
de Negro Morado Café
extraccion CR co CR co CR co
Maceracion 6.94 + 0.042 3.19 + 0.04° 12.57 £ 0.042 4.60 + 0.07° 10.78 + 0.082 3.87 £ 0.11P
Ultrasonido 17.70 £ 0.082 10.11 + 0.262 18.07 £ 0.06°> 5.87 + 0.03? 21.45 £ 0.53> 12.47 £ 0.192
Variedad
Método Beige Lila
de
extraccion
CR Co CR Co
Maceracion 21.42 £ 0.712 6.70 £ 0.61P 5.39 + 0.00° 2.62 + 0.35P
Ultrasonido 72.12 £ 0.61P 6.99 + (0.392 14.96 + 0.052 10.37 £ 0.082

Resultado representan el promediox desviacion estandar (n=3). 2 Indican diferencia significativa (p<0.05). CR: Harina cruda,

CO: Harina cocida, EAG: Equivalente de Acido Galico.



Tabla 7. Capacidad antioxidante de variedades de ayocote (mg ET/ 100 g) en 5 variedades de ayocote crudo y cocido.

Método Variedad
de Negro Morado Café
extraccion CR co CR co CR CcoO
Maceracion  27.78+0.28b 27.09+6.55a 32.36+0.19° 38.87+£0.492 47.60+0.00P 16.69+0.112
Ultrasonido  25.19+6.48a 39.17+£0.48b 5.59+0.17° 34.76+3.522 181.56+0.002 27.43+3.13P
Variedad
Método Beige tila
de
extraccion
CR Cco CR Cco
Maceracion 19.47+0.742 30.87+9.502 21.81+1.242 30.94+1.022
Ultrasonido 155.79+3.102 3816:|:093b 3422:':322'3 3288i464b

Resultado representan el promedio+ desviacion estandar (n=3). 2® Indican diferencia significativa (p<0.05). CR: Harina cruda,
CR: Harina cruda, CO: Harina cocida, ET: Equivalente de Trolox.
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5.1 Conclusiones

Los compuestos fendlicos son una rama amplia de informacidn que estan presentes en los
alimentos en donde el ayocote es una leguminosa que destaca por el contenido de
compuestos fendlicos por lo que se obtuvo un mayor rendimiento por el método de
extraccion por ultrasonido que con maceracion esto es debido a los tiempos en los que

se extrajeron los extractos.

Se presentd una variacion en la identificacion de flavonoides y taninos con respecto a la
variedad de ayocote. Se observd una diminucién en la cuantificacion de fenoles totales
por lo que algunos de estos compuestos en el pudieron pasar por una degradacion
térmica, una lixiviacién y otros factores que conducen a la obtencidn de niveles mas bajos
0 altos para la obtencidn de antioxidantes. Para la obtencion de la capacidad antioxidante

aumento en estado de coccidn que en su estado en crudo.
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6.1

Competencias desarrolladas y/o aplicadas

Trabajo en equipo

Habilidad en el manejo de los instrumentos del laboratorio.

Aprender las metodologias para implementarlas en el trabajo en ellaboratorio.

Ser ordenada y contemplar tiempos para llevar a cabo el trabajo a tiempodentro

del laboratorio.
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